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Introduction
1. Mécanismes de transport d’anions dans les cellules
végétales
Les organismes végétaux sont autotrophes, par conséquent cela signifie qu’ils sont capables
de produire les composés organiques qui leur sont nécessaires à partir du dioxyde de carbone
de l’air et de sels minéraux présents dans le sol. A cette fin, elles absorbent des nutriments dans
le sol, la lumière et procèdent à des échanges gazeux (CO2, H2O et O2). Ainsi, au niveau de la
partie folière des plantes, lors de la photosynthèse il y a production d’ions organiques tels que
le  malate,  le  citrate  et  le  fumarate.  Dans  le  sol,  elles  trouvent  notamment  des  ions  de  types
inorganiques dont les principaux sont le chlorure (Cl-), le nitrate (NO3-), le sulfate (SO42-), le
phosphate (PO43-), le calcium (Ca2+) et le potassium (K+). Ces derniers sont absorbés au niveau
des racines pour ensuite être transportés par un système de transport longue distance vers les
différents tissus de la plante.
Au niveau des cellules végétales, la majorité des processus physiologiques mettent en jeu
des échanges d’ions entre les compartiments intracellulaires et le compartiment extracellulaire.
Ces processus physiologiques regroupent l’absorption de nutriments, l’élongation cellulaire, la
signalisation intracellulaire, l’ouverture et la fermeture des stomates ainsi que le maintien du
potentiel membranaire. Les principaux anions impliqués dans ces processus sont le NO3-, Cl-,
SO42-, PO43-, malate, citrate et le fumarate. Du point de vue des cations, les principaux cations
sont  le  K+, Ca2+ et dans certains cas le sodium (Na+).  Ces ions sont transportés à travers les
membranes grâce à des protéines membranaires spécialisées capables de réguler finement ces
déplacements. Ces protéines peuvent être classées, selon le type de mécanisme de transport
qu’elles catalysent, soit en système de transport passif soit actif. Cette division est basée sur la
capacité de ces protéines à permettre la diffusion des ions selon leur gradient électrochimique
(Equation I-1) ou bien le transport contre ce gradient. Le gradient électrochimique résulte des
différences de concentration en ions des deux côtés d’une membrane ainsi que de la différence
de potentiel électrique au niveau des membranes biologiques (Equation I-1). Les termes de
l’équation I-1 correspondent à la constante des gaz parfaits (R), la température (T), exprimée
en Kelvin, la constante de Faraday (F), la charge ionique (z) et le potentiel membranaire (Vm).
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Les systèmes de transport passif englobent toutes les familles de canaux ioniques. D’un point
de vue structural, les canaux ioniques présentent un pore au travers duquel passent les ions pour
lesquels le canal est perméable. Ces ions diffusent au travers du pore du canal dans le sens du
gradient électrochimique (Equation I-1), jusqu’à tendre vers une situation d’équilibre entre les
deux compartiments (Fig. I-1). Les transporteurs actifs vont à l’encontre du gradient
électrochimique et peuvent être divisés en deux sous-groupes, actifs primaires et actifs
secondaires. Les transporteurs actifs primaires tels que les pompes à protons utilisent de l’ATP
ou du pyrophosphate pour fournir par réaction d’hydrolyse de l’énergie permettant de
transporter des protons à travers une membrane contre le gradient électrochimique (Equation I-
1, Fig. I-1). Les systèmes de transports actifs secondaires, quant à eux, utilisent l’énergie d’un
gradient électrochimique d’une espèce ionique pour transporter une autre espèce contre son
gradient électrochimique (Equation I-1). Les transporteurs actifs secondaires sont dits des
antiports et des symports selon que les espèces ioniques sont transportées dans la même
direction ou en directions opposées (Fig. I-1). Dans les cellules végétales, les systèmes de
transports actifs secondaires couplent généralement le transport d’une espèce ionique (NO3-,
Cl-, Na+) à un transport de protons en parallèle (Fig. I-1). Comme les canaux ioniques les
transporteurs actifs (primaires et secondaires) peuvent être électrogéniques ; c’est-à-dire qu’ils
déplacent des charges électriques au travers de la membrane participant ainsi à la régulation du
potentiel membranaire. Tous les systèmes de transports régulant les flux d’anions au travers des
membranes des cellules végétales jouent un rôle important dans la signalisation intracellulaire.
(I-1)
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Figure I-1. Représentation d’une cellule végétale et des différents mécanismes de
transports existants participant à la régulation des concentrations ioniques intracellulaire.
Les cellules végétales, comme toutes les cellules eucaryotes, sont composées de plusieurs
compartiments intracellulaires tels que le cytosol, le réticulum endoplasmique, l’appareil de
Golgi, le noyau et divers types de vésicules. Cependant, les cellules végétales possèdent
d’autres compartiments absents dans les cellules animales comme les chloroplastes et la
vacuole. Cette dernière peut occuper jusqu’à 80% du volume cellulaire et possède plusieurs
fonctions physiologiques importantes telles que la régulation de la turgescence des cellules mais
aussi le stockage de nutriments ainsi que la détoxification du cytosol. Ces caractéristiques font
de la vacuole un compartiment intracellulaire important dans la physiologie de la cellule
végétale tout comme le cytosol. La vacuole est délimitée par une membrane nommée tonoplaste
et le compartiment cytosolique est situé entre la membrane plasmique et le tonoplaste. Ces deux
membranes présentent des potentiels membranaires distincts. Ainsi, la membrane plasmique
des cellules végétales présente un potentiel membranaire au repos compris entre -110 à -150
mV (Hedrich, 2012) tandis que le tonoplaste est moins polarisé avec un potentiel membranaire
compris entre 0 et - 30 mV (Hedrich, 2012). Les membranes cellulaires ont pour fonctions de
séparer les différents compartiments intracellulaires entre eux et du milieu extracellulaire et de
contrôler les flux d’ions entre les différents compartiments cellulaires. L’activité de ces
protéines impliquées dans le transport des ions est finement régulée par de nombreux facteurs
internes tels que le potentiel membranaire, le gradient électrochimique (Equation I-1), des voies
de signalisations intracellulaires activées par des facteurs externes (la lumière) ou internes
(hormones végétales). Ces voies de signalisation sont impliquées dans de nombreux processus
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physiologiques tels que la nutrition minérale et la croissance cellulaire. Un processus
particulièrement intéressant pour l’étude des mécanismes de transports d’ions est l’ouverture et
la fermeture des stomates. En effet, les mouvements stomatiques mettent en jeux des flux d’ions
au travers de la membrane plasmique et vacuolaire qui vont réguler la turgescence des cellules
de garde. Une entrée massive de cations (K+) associée à une entrée massive d’anions (Cl-, NO3-
et malate2-) modifie la turgescence des cellules de garde et induit donc l’ouverture du stomate
(Fig. I-4). A l’inverse, une sortie massive de ces ions provoque la fermeture du stomate (Fig. I-
4). De plus, les cellules de garde ne possèdent pas de plasmodesmes et sont donc isolées des
cellules  de  l’épiderme et  du  mésophylle.  Dans  ce  contexte,  étonnamment,  la  dynamique  des
concentrations des ions dans les différents compartiments cellulaires est mal connue. Cette
méconnaissance empêche de comprendre de façon précise les mécanismes à la base de
l’ouverture et de la fermeture des stomates.
2. Le stomate, système modèle d’étude des flux d’ions
2.1. Organisation structurelle d’un stomate
Les échanges gazeux essentiels pour la photosynthèse se font majoritairement au niveau des
feuilles. Cependant, une couche imperméable aux gaz (CO2 et  O2) recouvre l’épiderme des
feuilles afin d’éviter une perte d’eau par évaporation trop importante. Cette couche, nommée
cuticule, est interrompue de manière très localisée par des pores. C’est au niveau de ces pores
qu’ont lieu les échanges gazeux. Ces pores sont formés par des complexes cellulaires dits
stomates. Un stomate comprend ainsi un pore appelé ostiole avec une chambre sous stomatique
dans laquelle le CO2 est stocké avant d’être utilisé lors des réactions de la photosynthèse.
L’ostiole est délimité par deux cellules spécialisées dites cellules de garde. Ces cellules sont
responsables de l’ouverture et de la fermeture du pore du stomate et donc régulent les échanges
gazeux (CO2 et O2).
Les stomates existent sous deux formes, selon le type de plante, dicotylédone ou
monocotylédone (Fig. I-2, A et B). Les plantes dicotylédones, cas des plantes d’Arabidopsis
thaliana, présentent deux cellules de garde en forme de demi-lune délimitant l’ostiole (Fig. I-
2, A) tandis que les plantes monocotylédones présentent deux cellules de garde à la forme plus
allongée et deux cellules subsidiaires de part et d’autre des cellules de garde. Les cellules
subsidiaires participent en association avec les cellules de garde aux mécanismes d’ouverture
et de fermeture du stomate (Fig. I-2, B).
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Figure I-2. Deux formes de stomates. A. Schéma d’un stomate de plante dicotylédone. B.
Schéma d’un stomate de plante monocotylédone. (adapté de Taiz et al. 2002)
Les cellules de garde sont capables de gonfler et de se contracter de manière réversible et
contrôlée. Ainsi, lorsque le volume des cellules de gardes augmente, cela induit l’ouverture du
stomate et lorsque celui-ci diminue, le stomate se ferme. Ces mouvements sont dus à des flux
d’ions dont l’entrée induit l’ouverture du stomate alors que leur sortie en provoque la fermeture
(Fig. I-3). Ces échanges d’ions font du stomate un excellent modèle d’étude des flux d’ions in
vivo permettant ainsi de corréler des processus physiologiques avec les flux d’ions ayant lieu
de manière directe.
2.2. Mécanismes d’ouverture et de fermeture
Les mouvements d’ouverture et de fermeture des stomates sont finement régulés par
plusieurs facteurs externes comme la lumière, l’humidité, la période de la journée (jour/nuit),
ainsi que la concentration en CO2. Ainsi, une humidité élevée couplée à une faible concentration
de CO2 dans la chambre sous stomatique induit l’ouverture. A l’inverse, en cas de sécheresse,
les stomates se fermeront afin d’éviter des pertes d’eau par transpiration. De même lorsque la
concentration en CO2 dans la chambre sous stomatique est élevée, les stomates seront fermés.
Ces différents facteurs régulant les mécanismes d’ouverture et de fermeture des stomates
sont étroitement liés aux échanges d’ions entre les compartiments intracellulaires, le
compartiment intravacuolaire et le compartiment extracellulaire (Fig. I-3). Il a ainsi été
démontré chez Vicia faba que la concentration en ions K+ augmentait lors du processus
d’ouverture des stomates (Fischer, 1971; Humble and Raschke, 1971). Depuis, plusieurs
transporteurs ont été identifiés comme étant impliqués dans ces processus d’ouverture et de
fermeture, des canaux potassiques, des pompes à protons, des canaux anioniques et des antiports
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anions/protons (Macrobbie, 1998; Roelfsema and Prins, 1997; Roelfsema and Hedrich, 2005;
Kim et al., 2010).
Figure I-3. Représentation des échanges ioniques ayant lieu pendant les processus
d’ouverture et de fermeture. Les cercles verts représentent les chloroplastes, les cercles
noirs symbolisent les noyaux. Les vacuoles sont représentées en gris.
Concernant le mécanisme d’ouverture, les facteurs stimulant l’ouverture activent les pompes
à protons (H+-ATPase). Ces pompes à protons provoquent la sortie de protons soit une
hyperpolarisation du potentiel membranaire permettant l’activation des canaux potassiques à
rectification entrante ce qui provoque l’entrée d’ions K+ dans les cellules de garde (Fig. I-4)
(Macrobbie, 1998; Kim et al., 2010). Afin de maintenir l’électroneutralité des solutions
intracellulaires l’entrée massive de K+ doit être contrebalancée par une entrée d’anions tels que
le Cl-, le malate2- et le NO3-. Néanmoins, au niveau de la membrane plasmique, peu de choses
sont connues sur les systèmes de transport qui permettent l’entrée des anions. Seul le
transporteur de nitrate, NRT1.1 (Guo et al., 2003) et le transporteur ABCB14 (Lee et al., 2008)
ont été identifiés à un niveau moléculaire. L’existence d’un antiport Cl-/H+ est postulée pour
permettre l’entrée de Cl- dans le compartiment cytosolique. Au niveau de la membrane
vacuolaire deux antiports anions/H+ AtCLCc et AtCLCa sont présents ainsi qu’ALMT9 un canal
anionique qui transporte le Cl- et le malate2- (Fig. I-4) (Jossier et al., 2010; Wege et al., 2014;
DeAngeli et al., 2013). Cependant, à la membrane vacuolaire, l’identité moléculaire des
transporteurs/canaux potassiques qui participent à la fermeture du stomate n’est pas connue.
Dans le cadre de l’ouverture, le Ca2+ intracellulaire a pour fonction d’inhiber les pompes à
protons et de réguler l’activité des canaux potassiques à rectification entrante (Macrobbie, 1998;
Kim et al., 2010).
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Figure I-4. Représentation des différents transporteurs mis en jeu lors des processus
d’ouverture et de fermeture des stomates.
Pour ce qui est du mécanisme de fermeture, on sait qu’il implique une dépolarisation du
potentiel de la membrane plasmique (Kim et al. 2010; Ache et al. 2000; Hosy et al. 2003). Dans
le cas de la fermeture induite par l’ABA, qui est une hormone produite en cas de stress de type
sécheresse, la voie de signalisation associée a été étudiée en détail (Kim et al., 2010). L’ABA
est perçu par le récepteur PYR/PYL/RCAR dans le cytosol (Ma et al., 2009; Szostkiewicz et
al., 2010). L’effet de l’interaction de l’ABA avec son récepteur a pour effet d’inhiber les
phosphatases de type 2C, ABI1 et ABI2 (Ma 2009; Szostkiewicz et al. 2010; Kim et al. 2010).
L’inhibition de ABI1/2 permet l’activation de la kinase OST1 qui phosphoryle les canaux
anioniques qui induisent une dépolarisation de la membrane plasmique. Les canaux anioniques
impliqués dans cette dépolarisation sont les canaux à cinétique rapide (R-
type/QUAC1/ALMT12) (Meyer et al.,  2010)  et  cinétique  lente  SLAC/SLAH  (slow  type)
(Hedrich and Geiger, 2017; Zhang et al., 2016). La dépolarisation de la membrane plasmique
a pour effet l’activation des canaux potassiques rectifiants sortants (GORK) (Fig. I-4) (Hosy et
al. 2003).
Ces flux d’ions sont directement responsables d’une réorganisation des cellules de garde au
niveau subcellulaire. Ainsi, l’entrée d’ions K+ et d’anions dans le cytosol et la vacuole des
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cellules de garde induit l’augmentation du volume des cellules de l’ordre de 40% et par
conséquent de la surface de la membrane plasmique. Cette augmentation de la surface des
cellules de garde est possible grâce à la fusion de vésicules au niveau de la membrane plasmique
comme cela a été montré chez Vicia faba (Shope et al. 2003; Meckel et al. 2004). Cette entrée
d’ions induit également une réorganisation de la vacuole qui occupe alors la quasi-totalité de
l’espace intracellulaire (Fig. I-5). La fusion des vacuoles lors de l’ouverture implique des
transporteurs de la membrane vacuolaire, les NHX qui sont responsables de l’entrée d’ions K+
dans la vacuole (Fig. I-4) (Andres et al., 2014; Barragan et al., 2012). Inversement, lors de la
fermeture, la sortie des ions des cellules de garde entraine une diminution du volume relatif de
la vacuole (Fig. I-3). La vacuole présente alors une organisation complexe qui dans certains cas
apparaît comme fragmentée en vésicules plus petites (Andres et al., 2014; Gao et al., 2005)
(Fig. I-5).
Figure I-5. Images illustrant un stomate d’Arabidopsis thaliana avant et après ouverture
induite par 10 µM Fusiccocine. Le cytosol est marqué par un signal GFP. Il est visible que,
lors de l’ouverture, le volume relatif de la vacuole augmente de façon dramatique. (Chapitre
1, Fig. 1-33, A et B).
2.3. Les transporteurs d’ions impliqués dans les mouvements
stomatiques
2.3.1. Les canaux potassiques
2.3.1.1. Les différentes familles de canaux
potassiques
Le cation présent de manière prépondérante dans les cellules végétales est le K+.  Le  K+
participe à plusieurs fonctions cellulaires telles que le maintien du potentiel membranaire, le
maintien d’un équilibre avec les charges négatives des anions, la régulation osmotique et la
turgescence des cellules (Lebaudy 2007). Les canaux potassiques sont constitués de trois
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familles, les shakers, TPK (Tandem-Pore K+) et les Kir (Fig. I-6) (Lebaudy et al., 2007; Véry
and Sentenac, 2002).
Figure I-6. Topologie des principales familles de canaux potassiques. (Adapté de Lebaudy
2007).
La famille des shakers est composée chez Arabidopsis thaliana de 9 membres. Parmi ces 9
membres trois types de conductances cationiques sélectives au K+ ont été mises en évidence,
rectifiant entrante (IRK), rectifiant sortante (ORK) et une rectification entrante plus faible
(Lebaudy et al., 2007; Véry and Sentenac, 2002). Les canaux potassiques de type shaker sont
voltage-dépendant et présentent un site de liaison aux nucléotides cycliques en position C-
terminale qui pourrait être un deuxième niveau de régulation de leur activité (Véry and
Sentenac, 2002). Dans les cellules de garde, seuls KAT1/2 et GORK sont exprimés à la
membrane plasmique (Lebaudy et al., 2007; Véry and Sentenac, 2002).
D’un point de vue structurel, un canal de type shaker est un complexe formé de 4 sous-unités
qui participent toutes à former un pore central (Fig. I-6) (Véry and Sentenac, 2002; Pilot et al.,
2001; Doyle et al., 1998). Chaque sous-unité présente une topologie formée par 6 domaines
transmembranaires (Fig. I-6) (Véry and Sentenac, 2002; Lebaudy et al., 2007; Kreusch et al.,
1998; Durell et al., 2004; Pilot et al., 2001). Le quatrième domaine transmembranaire forme le
senseur de potentiel membranaire. Les mouvements de ce domaine en réponse aux variations
de potentiel provoquent un changement de conformation du complexe canal qui contrôle
l’ouverture et la fermeture du pore (Fig. I-6) (Kreusch et al. 1998; Lebaudy 2007; Pilot et al.
2001; Ivashikina et al. 2005). La boucle comprenant le domaine P entre les domaines
transmembranaires 5 et 6 forme le filtre de sélectivité qui est caractérisé par la présence du
motif GYG qui est fondamental pour la sélectivité ionique de ces canaux aux ions K+ (Fig. I-6)
(Durell et al., 2004; Lebaudy et al., 2007; Véry and Sentenac, 2002; Pilot et al., 2001;
Ivashikina et al., 2005; Doyle et al., 1998).
Au niveau de la vacuole, d’autres conductances de type potassiques ont été enregistrées et
sont appelées Fast Vacuolar (FV), Slow Vacuolar (SV) et Vacuolar K+ (VK) (Lebaudy et al.
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2007; Macrobbie, 1998). Des échangeurs NHX ont également été identifiés (Andrés et al. 2014;
Barragán 2012).
2.3.1.2. Canaux potassiques rectifiants entrants
Les canaux potassiques à rectification entrante sont caractérisés par le fait de permettre des
flux de K+ dirigés dans la cellule. Ceci est dû au fait que leur probabilité d’ouverture augmente
à des potentiels de membrane négatif. Ces canaux potassiques à rectification entrante
participent à l’hyperpolarisation de la membrane plasmique nécessaire au processus
d’ouverture des stomates (Véry 2002; Lebaudy et al. 2007). Parmi les canaux potassiques à
rectification entrante exprimés dans les cellules de garde se trouvent KAT1/2, AKT1 et AKT2/3
(Véry and Sentenac, 2002; Lebaudy et al., 2007; Szyroki et al., 2001). KAT1/2 et AKT1 sont
des canaux voltage-dépendants insensibles à la concentration en Ca2+ intracellulaire (Szyroki
et al., 2001; Ivashikina et al., 2005). Différemment, les canaux AKT2/3 voient leur activité
bloquée en présence d’ions Ca2+ extracellulaire et par une acidification du compartiment
extracellulaire, ce blocage est voltage-dépendant (Szyroki et al. 2000; Ivashikina et al. 2005;
Marten et al. 1999).
Les canaux KAT1/2 ont un rôle majeur dans l’hyperpolarisation des membranes des cellules
de garde permettant l’ouverture des stomates (Pilot et al. 2001; Xicluna et al. 2007). Il a été
montré que le mutant knock-out de KAT1 n’impactait pas l’ouverture des stomates, ce qui peut
s’expliquer par la présence d’autres canaux potassiques à la membrane plasmique avec des
propriétés similaires tel que KAT2 (Szyroki et al., 2001; Pilot et al., 2001). En effet, le mutant
Kincless (K+ inward current-less) comportant les mutations individuelles kat2-1 et le dominant
négatif kat2 montre une forte diminution des courants potassiques de type entrant et présente
un ralentissement de la cinétique d’ouverture des stomates (Lebaudy et al. 2008).
KAT1/2 sont tous deux voltage-dépendants, rectifiants entrants et fortement sélectifs aux
ions  K+ avec la même conductance unitaire (Pilot et al. 2001). Cependant, ils présentent
également quelques différences notamment concernant leur sensibilité au pH. KAT2 est activé
lors d’une acidification du pH extracellulaire tandis que KAT1 y est insensible. Un stimulus
promouvant l’ouverture des stomates active des pompes à protons qui vont induire une sortie
de protons et ainsi hyperpolariser les membranes des cellules de garde (Assmann 1985; Pilot et
al. 2001). Cette hyperpolarisation va activer les canaux potassiques à rectification entrante.
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2.3.1.3. Canaux potassiques rectifiants sortants
Les canaux potassiques rectifiant sortants sont principalement impliqués dans le processus
de fermeture des stomates. Parmi les canaux potassiques à rectification sortante, GORK est le
seul exprimé au niveau de la membrane plasmique des cellules de garde (Ache et al. 2000; Véry
2002; Becker et al. 2003; Hosy et al. 2003; Lebaudy 2007; Eisenach et al. 2014). GORK
présente un rôle majeur dans la fermeture des stomates et agirait aussi comme inhibiteur de
l’ouverture en présence de lumière (Hosy et al., 2003). Son expression est modulée par des
stress hydrique, osmotique et de froid qui sont tous des facteurs stimulant la sécrétion d’ABA
(Becker et al., 2003). L’étude de mutants pour GORK montre que d’autres systèmes existent
afin d’induire l’efflux d’ions K+ nécessaire à la fermeture des stomates (Hosy et al., 2003).
Le canal GORK est activé par la dépolarisation de la membrane et présente une rectification
sortante avec un délai d’activation (Ache et al., 2000). Le canal GORK est également sélectif
aux ions K+ et est activé de manière différentielle en fonction de la concentration en ions K+,
suggérant un rôle dans la régulation de la conductance potassique au travers de la membrane,
en fonction du gradient d’ions K+ (Ache et al., 2000). De plus, son activation est pH dépendante.
En effet, pour un pH acide, sa conductance diminue mais elle n’est toutefois pas modulée
directement par l’ABA (Becker et al., 2003; Ache et al., 2000). A l’inverse, une alcalinisation
du pH cytosolique stimule l’activité des canaux potassiques à rectification sortante (Blatt and
Armstrong, 1993). L’activation des canaux GORK est inhibée par une interaction directe avec
les phosphatases PP2C (Fig. I-4) (Lefoulon et al., 2016).
2.3.1.4. Conductances cationiques à la membrane
vacuolaire
La vacuole des cellules de garde a elle aussi un rôle essentiel dans les processus d’ouverture
et de fermeture des stomates (Andrés et al. 2014). Les vacuoles absorbent et relarguent les ions
K+ et les anions lors des mouvements stomatiques (Roelfsema and Hedrich, 2005; Macrobbie,
1998; Lebaudy et al., 2007). Concernant les courants cationiques, trois conductances différentes
ont été identifiées à la membrane vacuolaire, FV, SV et VK (Hedrich et al., 1986; Hedrich and
Neher, 1987; Ward and Schroeder, 1994).
Les courants FV et SV ont d’abord été mesurés sur des vacuoles de protoplastes de plantes
d’orge et de betterave (Hedrich et al., 1986; Hedrich and Neher, 1987) et par la suite dans les
vacuoles des cellules de garde. Ces courants sont rectifiants entrants et peu spécifiques avec
une préférence pour le K+ mais pouvant aussi transporter le Na+ et en moindre mesure le Ca2+
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(Hedrich et al., 1986; Hedrich and Neher, 1987; Pottosin and Dobrovinskaya, 2014; Lebaudy
et al.,  2007).  Le  gène  TPC1  (Two  Pore  Channel)  code  pour  la  protéine  qui  forme  le  canal
ionique qui génère le courant SV (Peiter et al., 2005). Les courants SV/TPC1 sont activés par
la dépolarisation de la membrane vacuolaire et par le Ca2+ cytosolique (Rienmüller et al. 2010;
Dadacz-Narloch et al. 2011). Malgré toutes les connaisances fonctionnelles sur TPC1/SV, la
fonction physiologique de ce canal dans les cellules végétales reste élusive, notamment son rôle
dans les cellules de garde. La capacité de TPC1/SV à transporter le Ca2+ a laissé penser qu’il
serait impliqué dans la sortie de Ca2+ de la vacuole vers le cytosol mais ce rôle n’a pas pu être
démontré clairement jusqu’à présent (Hedrich and Neher, 1987; Hedrich et al., 1986;
Macrobbie, 1998; Lebaudy et al., 2007; Pottosin and Dobrovinskaya, 2014). Les courants FV
n’ont jusqu’à présent pas été associés à un gène. Les protéines de la classe KCO1 forment des
canaux potassiques de la membrane vacuolaire (Schönknecht et al., 2002), responsables du
transport d’ions K+ et semblent impliqués dans la régulation du potentiel d’équilibre entre le
compartiment cytosolique et intravacuolaire (Tikhonova et al., 1997). Seuls les courants VK
sont fortement sélectifs aux ions K+ (Allen and Sanders, 1996; Lebaudy et al., 2007). Ces
courants sont également voltage indépendants et ne présentent pas de rectification (Ward and
Schroeder, 1994; Allen and Sanders, 1996; Lebaudy et al., 2007). Les courants FV sont inhibés
par le Ca2+ (< 100 nm) et le magnésium (Mg2+) intracellulaire (Tikhonova et al., 1997).
En  plus  des  canaux  potassiques,  des  échangeurs  de  type  antiports,  NHX1  et  NHX2  sont
également présents à la membrane vacuolaire et sont impliqués dans le processus d’ouverture
des stomates (Andres et al., 2014; Barragan et al., 2012). Les NHX sont des antiports capables
de transporter des ions Na+ et K+ en échange de protons (Andres et al., 2014; Barragan et al.,
2012). Au niveau des stomates, les antiports NHX échangent majoritairement des ions K+ avec
des protons contre le gradient électrochimique permettant ainsi d’augmenter l’influx d’ions K+
dans la vacuole (Fig. I-4) (Andres et al., 2014; Barragan et al., 2012). Ces transporteurs ont
également un rôle dans la réorganisation subcellulaire des cellules de garde; ils sont en effet
impliqués dans la fusion des vacuoles lors de l’ouverture des stomates (Fig. I-5) (Andres et al.,
2014)
2.3.2. Les pompes à protons
2.3.2.1. Les principaux rôles de pompes à protons
dans les cellules de garde
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Le transport de protons au travers des membranes plasmique et vacuolaire joue un rôle
essentiel dans de nombreux processus physiologiques dans les cellules végétales. Les pompes
à protons, H+-ATPases, sont des acteurs essentiels des échanges de protons et sont impliquées
dans les mouvements stomatiques des cellules de garde (Kim et al. 2010; Raschke & Humble
1973). Les H+-ATPases sont largement responsables de l’hyperpolarisation de la membrane
plasmique qui est nécessaire à l’activation des canaux potassiques à rectification entrante et
donc de l’entrée d’ions K+ dans les cellules de garde (Grabov and Blatt, 1997; Kim et al., 2010;
Assmann et al., 1985). En effet, lorsqu’un stimulus d’ouverture des stomates est perçu, le pH
apoplasmique diminue ce qui est dû à un efflux de protons (Irving et al., 1992; Blatt and
Armstrong, 1993; Assmann et al., 1985). Au niveau de la membrane vacuolaire, le rôle des H+-
ATPases dans le maintien et la génération du potentiel membranaire est moins bien compris
(Rienmüller et al., 2012). Néanmoins, il est couramment admis que les H+-ATPases acidifient
le lumen de la vacuole dans les cellules de garde par contre il n’est pas clair à quel moment et
pourquoi la vacuole est acidifiée (Bak et al., 2013).
2.3.2.2. Les P-ATPases
Au niveau de la membrane plasmique des cellules végétales, ce sont des pompes à protons
(H+-ATPase) de type P (P-H+-ATPase) qui sont présentes (Roelfsema and Hedrich, 2005). Cette
classe de H+-ATPase se distingue par la présence d’un état intermédiaire phosphorylé dans le
cycle de transport. De plus, les P-H+-ATPases ne sont pas des complexes multi-protéiques mais
sont formées d’un seul polypeptide. D’un point de vue général, ces pompes ont pour fonction
de générer un gradient de H+ au travers de la membrane plasmique en acidifiant l’apoplasme,
l’espace entre la paroi cellulaire et la membrane plasmique. (Blatt and Armstrong, 1993;
Grabov and Blatt, 1997; Roelfsema and Hedrich, 2005). Ces pompes H+-ATPases sont
électrogéniques, c’est-à-dire qu’elles génèrent un déplacement de charge net au travers de la
membrane et utilise l’hydrolyse d’une molécule d’ATP comme source d’énergie. Chez
Arabidopsis thaliana, 12 membres d’H+-ATPases existent, de AHA1 à AHA12 (Sze et al.,
2002). Dans les cellules de garde, c’est l’isoforme AHA1 qui est exprimée à la membrane
plasmique (Kim et al., 2010).
Concernant  leur  structure,  les  H+-ATPases fonctionnelles sont sous forme d’oligomères
(Morsomme and Boutry, 2000). La structure des H+-ATPases  a  montré  que  le  domaine
transmembranaire compte 10 hélices transmembranaires et a aidé à comprendre le mécanisme
de transport des protons au travers de cette protéine (Pedersen et al., 2007). Les H+-ATPases
possèdent du côté C-terminal un site de régulation, qui fonctionnerait en tant que système auto-
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inhibiteur (Palmgren, 2001; Morsomme and Boutry, 2000). Cependant, d’autres systèmes de
régulation existent, comme la protéine 14-3-3 (Fig. I-7) (Morsomme and Boutry, 2000). La
protéine 14-3-3 est un dimère dont chaque monomère possède un domaine pouvant interagir
avec une protéine cible telle qu’une H+-ATPase, au niveau C-terminal induisant un changement
de conformation (Fig. I-7) (Palmgren, 2001; Morsomme and Boutry, 2000). Cette interaction
nécessite que le domaine R soit phosphorylé, cela permet l’activation des H+-ATPases
(Palmgren, 2001; Morsomme and Boutry, 2000). L’hydrolyse de l’ATP en ADP + Pi induit un
changement de conformation de l’enzyme qui par conséquent présente deux états de
conformation (Morsomme and Boutry, 2000; Palmgren, 2001). Ces deux conformations n’ont
pas la même affinité aux protons, ce serait la conformation liant l’ATP sur le domaine N,
impliqué dans la réaction d’hydrolyse qui aurait une affinité favorable pour les protons (Fig. I-
7) (Morsomme and Boutry, 2000; Palmgren, 2001). Le changement de conformation par la
réaction d’hydrolyse de l’ATP est responsable de la production d’énergie permettant au proton
de sortir dans l’apoplasme (Morsomme and Boutry, 2000).
Figure I-7. Topologie des H+-ATPases de type P. En bleu sont représentés les dix domaines
transmembranaires. P correspond à une phosphatase, N est une protéine capable de lier des
nucléotides, A comprend le côté N-terminal et R représente le domaine de régulation du
côté C-terminal. (Adapté de Palmgren 2001).
2.3.2.3. Les V-ATPases
Contrairement aux P-ATPases, les V-ATPases servent à acidifier les compartiments
intracellulaires (Sze et al., 2002). Chez les plantes, ces pompes sont exprimées à la membrane
de la vacuole, de vésicules, du réticulum endoplasmique et de l’appareil de Golgi (Sze et al.,
2002). Ces pompes participent à plusieurs fonctions physiologiques importantes telles que
l’acidification de la vacuole, du Golgi et du Trans Golgi Network (TGN), du transport d’ions
et de métabolites mais aussi dans la régulation de la turgescence des cellules (Sze et al., 2002).
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Chez Arabidopsis thaliana, une V-ATPase fonctionnelle est constituée de 12 sous-unités
(Fig. I-6) (Sze et al., 2002; Maeshima, 2001). Une V-ATPase peut être divisée en deux
complexes de sous-unité, le complexe V0 qui comprend les sous-unités inclues à la membrane
et le complexe V1 qui est cytosolique (Fig. I-8) (Sze et al., 2002; Armbrüster et al., 2005;
Maeshima, 2001). La sous-unité C présente une fonction d’assemblage et de stabilisation du
complexe V1V0 (Armbrüster et al., 2005). Le domaine catalytique se situe au niveau de la sous-
unité A (Fig. I-8) (Arata et al. 2002; Sze et al. 2002; Seidel et al. 2012). Un site de fixation des
nucléotides ATP et ADP se situe au niveau du côté C-terminal de la protéine et participerait à
la régulation de l’activité de la V-ATPase (Armbrüster et al., 2005).
Il existe maintenant plusieurs mutants chez Arabidopsis thaliana qui présentent une activité
V-ATPase défaillante. Un des premiers mutants isolés est le mutant det3 avec une sous-unité C
plus courte et qui présente un défaut de fermeture des stomates dépendante de la concentration
en ions Ca2+ extracellulaire (Allen et al., 2000). D’autres mutants présentent des défauts
d’expression des gènes codant pour les sous-unités A, vha1 vha2 et vha3. Les protéines codées
par vha2 et vha3 des sous-unités catalytiques sont localisées au niveau de la membrane
vacuolaire. Les plantes double knock-out vha2 vah3 présentent un défaut d’acidification de la
vacuole qui se répercute sur l’accumulation du nitrate dans les plantes (Krebs et al., 2010). Au
niveau des cellules de garde, de manière surprenante le mutant vha2 vha3 n’est pas affecté dans
le processus d’ouverture des stomates mais uniquement dans la fermeture induite par l’ABA
(Bak et al., 2013).
Figure I-8. Modèle de structure d’une V-ATPase. Représentation des douze sous-unités
constituant une V-ATPase fonctionnelle. (Adapté de Sze et al. 2002; Arata et al. 2002).
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2.3.2.4. Les pyrophosphatases
Tout comme les P-ATPases et V-ATPases, les V-PPases sont électrogéniques et permettent
de réguler le pH dans différents compartiments intracellulaires. Chez Arabidopsis thaliana les
V-PPases sont prédominantes dans les cellules jeunes et en croissance, leur activité diminue de
30% lorsque les cellules sont matures (Nakanishi and Maeshima, 1998). Les pyrophosphatases
sont des pompes à protons qui utilisent la liaison anhydride (P-O-P) du pyrophosphate (PPi)
comme source d’énergie au lieu de l’ATP (Gaxiola et al., 2007; Maeshima, 2000). Ces pompes
nécessitent du Mg2+ comme co-facteur afin de stabiliser et d’activer l’enzyme (Maeshima,
2000).
Les V-PPases sont des homodimères qui, au niveau de leur structure, présentent des
similitudes avec les P-ATPases, notamment dans le domaine cytoplasmique impliqué dans la
réaction d’hydrolyse (Maeshima, 2001; Maeshima, 2000; Gaxiola et al., 2007).
La famille des V-PPases comprend trois membres, AVP1 à AVP3 (Sze et al., 2002). Ces
trois membres font partie de deux types de V-PPases, AVP1 est de type I tandis qu’AVP2 et
AVP3 sont de type II (Drozdowicz and Rea, 2001; Drozdowicz et al., 2000). Ces deux types
de V-PPases présentent deux systèmes de fonctionnement et de régulation différents : AVP1
est activé par les ions K+ tandis qu’AVP2 est, quant à lui, insensible à ces ions (Drozdowicz
and Rea, 2001; Drozdowicz et al., 2000). AVP2 transporte ainsi plus de protons et acidifie plus
efficacement les compartiments intracellulaires par rapport à AVP1 qui nécessite la présence
d’ions K+ (Drozdowicz et al., 2000).
2.3.3. Les différents systèmes de transporteurs d’anions
2.3.3.1. Les différents transporteurs anioniques
identifiés dans les cellules de garde
En plus des canaux potassiques et des H+-ATPases, des transporteurs anioniques ont
également été identifiés comme jouant un rôle majeur dans les processus de fermeture et
d’ouverture des stomates (Schroeder and Keller, 1992; Linder and Raschke, 1992; Schroeder
and Hagiwara, 1989; Hedrich et al., 1990). En effet, les canaux anioniques provoquent la
dépolarisation du potentiel de la membrane plasmique qui est nécessaire à l’activation des
canaux potassiques à rectification sortante et induisent donc la fermeture des stomates (Fig. I-
4) (Schroeder and Keller, 1992; Linder and Raschke, 1992). Parmi les courants anioniques,
deux types de courants ont été identifiés à la membrane plasmique des cellules de garde de
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Vicia faba présentant des systèmes d’activation et de désactivation différents (Schroeder and
Keller, 1992). D’une part les courants de type lent, nommés Slow type ou S-type et d’autre part
les courants de type rapide qui sont appelés Rapid type ou R-type (Schroeder and Keller, 1992;
Linder and Raschke, 1992; Schroeder and Hagiwara, 1989; Hedrich et al., 1990). Les gènes
codants les canaux anioniques de type rapide et lent ont été identifiés. En ce qui concerne les
courants de type lent, il s’agit de la famille de SLAC/SLAH (Schroeder and Keller, 1992;
Linder and Raschke, 1992; Schroeder and Hagiwara, 1989; Hedrich et al.,  1990)  et  pour  le
courant de type rapide il s’agirait d’ALMT12, un membre de la famille des aluminium-activated
malate transporter (ALMT) (Meyer et al., 2010).
2.3.3.2. S-type
Les courants anioniques S-type sont nommés SLACs (slow anion channels) car ils présentent
une activation lente (Linder 1992). Ces courants ont d’abord été identifiés à la membrane
plasmique des cellules de garde (Schroeder & Keller 1992; Linder 1992; Hedrich et al. 1990).
La famille de protéines formant les canaux de type SLACs est constituée de plusieurs groupes,
SLAH1/4, SLAH2/3 et SLAC1 (Dreyer et al., 2012). Parmi eux, seuls les homologues SLAC1
(Introduction, 3.1.) et SLAH3 sont exprimés à la membrane plasmique des cellules de garde
(Geiger et al. 2011). Ces canaux sont responsables de l’efflux d’anions provoquant une
dépolarisation du potentiel membranaire activant les canaux potassiques à rectification sortante
(Linder and Raschke, 1992; Schroeder and Keller, 1992). SLAC1 est le canal anionique
principal présent à la membrane plasmique des cellules de garde. Par conséquent, ce canal sera
présenté plus en détail par la suite (Introduction, 3.1.).
2.3.3.3. R-type
Les courants anioniques R-type sont nommés QUACs (quick anion channel) pour leur
activation rapide (Linder 1992). Ces courants anioniques ont été enregistrés pour la première
fois à la membrane plasmique des cellules de garde (Schroeder and Keller, 1992). Les QUACs
sont présents à la membrane plasmique des cellules racinaires, au niveau du parenchyme et des
cellules de garde (Köhler and Raschke, 2000). Le canal anionique R-type exprimé
majoritairement dans les cellules de garde est un canal de la famille des ALMT, ALMT12, qui
est sélectif aux ions malate (Meyer et al., 2010). Le canal ALMT12 a été renommé QUAC1 de
par ses propriétés d’activation et d’inactivation correspondant aux courants R-type (Linder
1992; Schroeder & Keller 1992; Meyer et al. 2010). Les canaux QUACs s’activent en 50 ms
suite à une dépolarisation du potentiel membranaire et il est désactivé lorsque celui-ci est
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hyperpolarisé (Schroeder and Keller, 1992). Les QUACs sont activés lors du processus de
fermeture des stomates en participant à l’efflux d’anions des cellules de garde et il est admis
qu’ils induisent la dépolarisation nécessaire à l’activation des canaux potassiques à rectification
sortante (Fig. I-4) (Linder and Raschke, 1992; Schroeder and Keller, 1992).
2.3.3.4. Transporteurs actifs secondaires
Un symporteur nitrate:protons, de la famille des NRT1, NRT1.1, présent à la membrane
plasmique des cellules de garde est également impliqué dans les mouvements stomatiques (Guo
et al., 2003). Ce symport est exprimé au niveau des différents tissus, dans les racines et dans
les jeunes pousses mais aussi dans les cellules de garde (Guo et al., 2003). NRT1.1 a été montré
comme étant impliqué dans l’ouverture des stomates, en transportant du nitrate et des protons
dans les cellules et participant ainsi à l’hyperpolarisation de la membrane (Guo et al., 2003).
Parmi les membres des NTR1, NRT1.1 est le seul à présenter deux sélectivités distinctes, d’une
part faible et d’autre part forte pour les ions NO3- lorsqu’il est respectivement déphosphorylé
ou phosphorylé (Liu and Tsay, 2003; Barbier-Brygoo et al., 2011).
Un autre transporteur de la famille ABC transporteur, ABCB14, a été identifié à la
membrane plasmique (Lee et al., 2008). Ce transporteur est localisé à la membrane plasmique
et est responsable du transport d’ions malate dans le compartiment cytosolique (Lee et al.,
2008). Il a été démontré qu’ABCB14 a un rôle dans le processus de fermeture des stomates
lorsque la concentration en CO2 est élevée (Lee et al., 2008). Lors de la fermeture, ABCB14
transporte le malate présent dans l’apoplasme vers le cytosol des cellules de garde et provoquant
ainsi une augmentation de la pression osmotique (Lee et al., 2008).
2.3.3.5. Transporteurs d’anions de la membrane
vacuolaire
À la membrane vacuolaire, deux familles de transporteurs, ALMTs (ALuminium-activated
Malate Transporter) et CLCs (ChLoride Channel) sont exprimés dans les cellules de garde et
participent aux processus d’ouverture ou de fermeture (DeAngeli et al., 2013; Jossier et al.,
2010; Wege et al., 2014). Chez les ALMTs, seul le canal ALMT9 participe à l’ouverture des
stomates par l’entrée d’anions dans la vacuole et n’a aucun rôle lors de la fermeture des stomates
(Fig. I-4) (DeAngeli et al., 2013). L’activité d’ALMT9 est modulée par la présence de malate,
sa probabilité d’ouverture augmente en sa présence et augmente ainsi le courant (DeAngeli et
al., 2013). Le canal ALMT9 transporte principalement des ions Cl- (DeAngeli et al., 2013).
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Concernant les CLCs (Introduction, 3.2.), chez Arabidopsis thaliana, quatre membres sont
exprimés à la membrane vacuolaire (AtCLCa, AtCLCb, AtCLCc et AtCLCg). Seuls AtCLCa et
AtCLCc sont impliqués à la fois dans l’ouverture et la fermeture des stomates (Introduction ;
3.2.4.3.) (Jossier et al. 2010; Wege et al. 2014). AtCLCa peut être considéré comme le principal
transporteur de la membrane vacuolaire des cellules de garde. C’est pourquoi il sera présenté
plus en détail par la suite (Introduction, 3.2.)
3. Deux familles importantes de transporteurs d’anions
dans les cellules de garde
3.1. La famille des SLow Anion Channel (SLAC)
Dans les années 1990, des courants anioniques à activation lente ont été identifiés dans les
cellules de garde de Vicia faba (Linder 1992). De ce fait, les courants anioniques ont été
nommés SLACs (slow anion channels) ou S-type (Schroeder & Keller 1992 ; Linder 1992). En
effet, les canaux SLACs présentent une activation qui est comprise entre plusieurs secondes et
1 minute tandis que les canaux QUick Anion Channel (QUAC) présentent une activation de
l’ordre de 20 ms (Linder 1992).
Depuis l’identification de ces courants, des gènes ont été identifiés comme appartenant à une
même famille de protéines présentant une activité S-type (Dreyer et al., 2012). Cette famille est
constituée de plusieurs groupes, SLAC1, SLAH1/4 et SLAH2/3 (Dreyer et al., 2012). Ces
canaux sont présents dans différents types cellulaires, tels que les cellules de garde, les cellules
de l’hypocotyle et dans les cellules racinaires, au niveau du parenchyme (Köhler and Raschke,
2000). Ces courants sont de ce fait impliqués dans diverses fonctions physiologiques telles que
le transport de sels dans le xylème, en réponse à certains pathogènes et dans la fermeture des
stomates (Köhler and Raschke, 2000; Linder and Raschke, 1992; Schroeder and Keller, 1992;
Deger et al., 2015). En effet, dans les cellules de garde, les canaux SLACs exprimés sont les
homologues, SLAC1 et SLAH3, qui sont responsables de l’efflux d’anions provoquant la
dépolarisation du potentiel de membrane activant les canaux potassiques à rectification sortante
(Linder and Raschke, 1992; Schroeder and Keller, 1992). SLAC1 aurait également un rôle dans
la régulation de la concentration des anions organiques (malate2-, fumarate2-) et inorganiques
(Cl-, NO3-) dans les cellules de garde (Negi et al., 2008). En effet, ces anions sont
hyperaccumulés dans les cellules de garde des mutants slac1 (Negi et al., 2008). De plus, il a
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été observé que les mutants slac1 accumulent également des ions K+ afin de maintenir
l’équilibre des charges (Negi et al., 2008).
3.1.1. Structure des canaux SLACs
Un canal fonctionnel SLAC1 est constitué de trois sous-unités (Dreyer et al., 2012). Chacune
des sous-unités est composée de 10 domaines transmembranaires qui forment une hélice à la
membrane (Fig. I-9, B) (Dreyer et al., 2012). Les trois sous-unités forment ainsi un pore qui
serait responsable du passage des anions à travers la membrane (Dreyer et al., 2012).
Figure I-9. Structure des canaux SLACs. A. Topologie d’une sous-unité de SLAC1 B. Modèle
de structure du canal AtSLAC1 établi à partir de la cristalisation de son homologue bactérien
HiTehA (adapté de Dreyer et al. 2012; Chen et al. 2010).
Concernant sa sélectivité ionique, SLAC1 est perméant aux anions mais pas aux cations
(Chen et al.,  2010).  Les  canaux  SLACs  sont  aspécifiques.  En  effet,  ils  sont  perméables  au
nitrate, malate et aux anions de type halogénure (chlorure, bromure, iodure, fluorure) (Schmidt
and Schroeder, 1994; Schroeder, 1995). Cependant, il a été démontré que SLAC1 est plus
sélectif aux ions NO3- que Cl- (Chen et al., 2010).
3.1.2. Mécanisme de transport
La cristallisation de HiTehA, l’homologue bactérien de SLAC1 a permis d’identifier un
résidu conservé chez tous les homologues SLACs, une phénylalanine (F450) qui est localisée
dans le pore du canal (Chen et al., 2010). Cette F450 aurait une fonction dans l’ouverture et la
fermeture du canal (Chen et al., 2010). L’activation du canal nécessite cependant la
phosphorylation d’une sérine (S120) au niveau de l’extrémité N-terminale (Chen et al. 2010;
Geiger et al. 2011). En effet, lorsque le résidu F450 est remplacé par une alanine, le canal est
dans une configuration ouverte malgré l’absence de phosphorylation (Chen et al. 2010;
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Maierhofer et al. 2014). L’activité des canaux SLACs est modulée positivement par l’ABA. En
effet, l’ABA, inhibe les phosphatases ABI qui ne pourront donc pas déphosphoryler les kinases
OST1, CPK21, CPK23 qui en phosphorylant les canaux SLACs les activent (Fig. I-4) (Pei et
al. 1997; Barbier-Brygoo et al. 2004; Maierhofer et al. 2014). Dès lors que les SLACs sont
phosphorylés ils s’ouvrent et permettent ainsi l’efflux d’anions du cytosol vers le compartiment
extracellulaire et dépolarisent ainsi le potentiel membranaire (Pei et al. 1997; Roelfsema et al.
2004).
Figure I-10. Courants enregistrés en ovocyte de SLAC1. Activation des courants en présence
des kinases OST1 et CPK23 (Maierhofer et al., 2014).
Il semblerait que les domaines N-terminaux de SLAC1 et SLAH3 sont également capables
d’interagir avec le domaine C-terminal des canaux potassiques à rectification entrante KAT1 et
ainsi d’inhiber l’ouverture des stomates (Zhang et al., 2016). Toutefois, le mutant slac1 présente
un phénotype inattendu. En effet, l’ouverture des stomates est plus lente et les courants
potassiques à rectification entrante sont significativement plus faibles, corrélés par une légère
diminution de l’expression des canaux potassiques à rectification entrante (Laanemets et al.,
2013). Cela suggère que d’autres mécanismes sont mis en jeu afin de protéger la plante de la
sécheresse (Laanemets et al., 2013).
3.2. La famille des ChLoride Channels (CLC).
3.2.1. Découverte de la famille des CLCs.
Les ChLoride Channels (CLC) sont une famille de protéines membranaires présentes dans
tous les règnes du vivant, bactéries, champignons, protozoaires, plantes et animaux (Fig. I-11).
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Figure I-11. Arbre phylogénétique répertoriant tous les CLCs identifiés dans les différents
organismes du règne vivant. At : Arabidopsis thaliana ; Os : Orysa sativa ; Nt : Nicotiana
tabacum ; St : Solanum tuberosum ; Le : Lycopersicon esculentum ; CLC-0 : Torpedo
marmorata ; Hs: Homo sapiens ; Sty : Salmonella typhimurium ; CLC-ec1 : Escherichia coli ;
GEF1 : Saccharomyces cerevisiae (Marmagne et al., 2007).
Cette famille de protéines membranaires, ChLoride Channel (CLC) a été découverte par
White et Miller en 1979, dans l’organe électrique dit « électroplaque » du poisson torpille
(Torpedo californica). En cherchant à identifier et étudier le récepteur à acétylcholine (AChR),
ils ont identifié un canal voltage dépendant fortement sélectif aux ions Cl- qui a été appelé
ChLoride  Channel  ou  CLC  (Miller  and  White,  1979).  Les  premiers  enregistrements
d’électrophysiologie, sur bicouche lipidique ou en vésicules reconstituées, avec des protéines
extraites et purifiées à partir de l’électroplaque de poisson torpille ont permis d’identifier un
canal à conductance anionique (Miller and White, 1979). Ce canal présentait trois états de
conductances : ouvert, fermé et un état intermédiaire (Fig. 4-2). Une caractéristique de ce canal
est que les deux états de conductance ouverts ont une amplitude de courant identique et qu’il
n’a pas été possible d’effectuer des enregistrement avec seulement un seul canal dans la
bicouche (Miller et al. 1982; Miller & White 1984; Bauer et al. 1991).
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Figure I-12. Enregistrement de courants avec la technique de patch clamp, expression en
ovocytes de l’ADNc du canal chlorure identifié chez le poisson torpille. Ces courants
mettent en évidence trois niveaux de conductances S0, S1 et S2. (Adapté de Bauer et al.,
1991).
Ce n’est qu’au début des années 1990 que le canal fut cloné pour la première fois à partir de
Torpedo marmorata (Jentsch et al., 1990). L’identification du gène codant le CLC de Torpedo,
nommé CLC-0, a permis de mener des études sur la relation structure/fonction qui ont permis
de mieux comprendre le fonctionnement de ce type de canal. En comparant les conductances
de différentes constructions de CLC-0, sous forme de dimères et de tétramères obligés par la
répétition de gènes fusionnés et portant différentes mutations, il a été mis en évidence que le
canal CLC-0 forme à la membrane un dimère fonctionnel (Ludewig et al. 1996 ; Middleton et
al. 1994). Chacune des sous-unités formant un canal de type CLC possède son propre pore de
perméation, chacun fonctionnant indépendamment l’un de l’autre (Ludewig et al., 1996). Ce
type d’organisation quaternaire explique la présence des trois sous-états de conductance
observés  dans  les  enregistrements  électrophyiologiques  (Fig.  I-12).  En  effet,  l’état  dit  S0
correspond à  une  situation  où  les  deux  pores  des  deux  sous-unités  sont  fermés,  l’état  dit  S1
correspond à l’ouverture d’un seul des deux pores et l’état dit S2 à l’ouverture des deux pores
en simultané (Fig. I-12). La structure supposée des CLCs était très différente de celle d’autres
types de canaux ioniques tels que les canaux potassiques de la famille des shakers où quatre
sous-unités participent à la formation du seul pore de perméation présent dans la structure
(Doyle et al., 1998).
La séquence du gène codant pour le canal CLC-0 identifié chez Torpedo a donné les bases
pour l’identification de protéines semblables à CLC-0 dans le génome d’autres organismes.
Chez l’Homme, 9 membres ont ainsi  été identifiés,  CLC-1 à CLC-7 et  CLC-Ka et  CLC-Kb.
Parmi ces CLCs, seuls certains sont des canaux ioniques tels que CLC-1, CLC-2, CLC-Ka et
CLC-Kb (Steinmeyer et al., 1991; Thiemann et al., 1992; Adachi et al., 1994). Les CLCs sont
impliqués dans diverses fonctions physiologiques telles que l’excitabilité cellulaire (Steinmeyer
et al., 1991), la régulation du volume cellulaire (Thiemann et al., 1992), dans le trafic
vésiculaire (Günther et al., 1998; Kornak et al., 2001; Jentsch, 2015) et la nociception (Poët et
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al., 2006). Cependant, pour certains, leurs fonctions physiologiques restent encore mal connues
comme les CLC-3, CLC-Ka et CLC-Kb (Jentsch, 2015). Il est connu que les protéines CLCs,
sont impliquées dans un certain nombre de pathologies humaines qui sont associées à des
mutations au niveau des séquences de certains CLCs (Planells-Cases and Jentsch, 2009). Par
exemple, certaines des mutations sont responsables de différentes formes de myopathies,
d’épilepsies ou encore de pathologies rénales mais aussi d’ostéoporose (Jentsch, 2015; Miller,
2006).
Le premier CLC de plante cloné et caractérisé est un CLC de tabac, Nicotiana tabacum, le
CLC-Nt1 (Lurin et al., 1996). CLC-Nt1 est localisé au niveau de la membrane interne des
mitochondries (Lurin et al., 2000). Son rôle n’a pas encore été établi mais il semblerait qu’il
soit impliqué dans la régulation du volume des mitochondries, dans le maintien du potentiel
membranaire et dans le transport d’anions (Lurin et al., 2000). Chez Arabidopsis thaliana, les
premiers CLCs ont été clonés et leur caractérisation fonctionnelle par complémentation en
levure a été tentée, sans grand succès (Hechenberger et al., 1996). Ce n’est que par la suite que
différents aspects de la fonction des CLCs dans les plantes ont été étudiés et seront décrits par
la suite (Introduction, 3.2.).
Un des aspects les plus intrigants de la famille des CLCs est qu’elle présente en son sein
aussi bien des canaux ioniques que des antiports anions/protons. Les premiers CLCs identifiés,
CLC-0 et CLC-1 forment des canaux ioniques à la membrane plasmique et, par extension, il
avait été supposé que tous les CLCs étaient tous des canaux ioniques. Cependant, par la suite,
Accardi et Miller (2004) ont montré que le CLC bactérien CLC-ec1, présent chez Escherichia
coli, a une activité de transport d’ions de type transporteur actif secondaire, fonctionnant selon
un système antiport 2Cl-:1H+ (Accardi and Miller, 2004). Puis d’autres CLCs avec une activité
antiport ont été identifiés chez l’Homme tels que hCLC-4 et hCLC-5 (Picollo and Pusch, 2005)
mais également chez les plantes, Arabidopsis thaliana, avec AtCLCa (DeAngeli et al., 2006).
Un aspect intéressant de cette dualité dans la famille des CLCs est que chez les eucaryotes,
jusqu’à présent, les CLCs de type antiport se trouvent localisés exclusivement dans les
membranes intracellulaires. Alors que les CLCs eucaryotes de type canal ionique sont localisés
à la membrane plasmique. Cette dualité pose la question sur les éléments structurels
responsables d’un CLC canal ionique ou d’un antiport. En effet, la question qui se pose est
comment une structure globalement conservée permet de générer deux types de réactions
thermodynamiquement très différentes, un transport passif (canal) ou actif (antiport) (Accardi
and Miller, 2004; Accardi, 2015; Park et al., 2017).
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3.2.2. Caractéristiques structurales des CLCs
3.2.2.1. Topologie des CLCs
A partir des années 1990, il a été établi qu’une protéine CLC fonctionnelle se présente sous
forme de dimère avec deux sous-unités formant chacune un pore et fonctionnant de manière
indépendante (Ludewig et al., 1996). Cette organisation structurelle a pu être confirmée après
une caractérisation aux rayons X sur les protéines de CLCs cristallisées (Dutzler et al., 2002).
Le premier modèle structural d’un CLC se base sur la topologie de deux CLCs procaryotes,
CLC-ec1 (Escherichia coli) et StCLC (Salmonella enterica serovar typhimurium) (Dutzler et
al., 2002). Depuis, la structure d’autres protéines de type CLCs a été résolue par cristallisation
ou cryo-microscopie électronique. Parmi ces CLCs dont la structure tridimensionnelle est
connue, on trouve deux CLCs eucaryotes : CmCLC de l’algue rouge unicellulaire
Cyanidioschyzon merolae (Jayaram et al., 2012; Feng et al., 2010) et un CLC-K bovin (Park et
al., 2017). CmCLC et CLC-k bovin permettent d’avoir une image de l’ensemble de la structure
des  CLCs  eucaryotes  aussi  bien  antiport  (CmCLC)  que  canal  ionique  (CLC-K).  CmCLC  et
CLC-K possèdent en position C-terminale des domaines de type CBS qui sont présents chez la
plupart des CLCs eucaryotes et se trouvent du côté cytosolique (Fig. I-13, C) (Feng et al., 2010;
Meyer and Dutzler, 2006). Au niveau du domaine transmembranaire les CLCs possèdent tous
une structure globale similaire aussi bien les échangeurs que les canaux ioniques. Chaque sous-
unité est constituée de 18 hélices α organisées en deux moitiés avec une topologie symétrique
(Fig. I-13, A et B) (Dutzler et al., 2002; Dutzler, 2007).
Les deux moitiés d’une sous-unité sont orientées de manière antiparallèle l’une à l’autre au
sein même de la bicouche lipidique de la membrane (Dutzler et al., 2002; Dutzler, 2007; Miller,
2006). Une hélice α présente un moment dipolaire avec la charge positive du côté N-terminal.
Cette architecture antiparallèle des sous-unités des CLCs permet de créer un arrangement
électrostatique favorable pour l’interaction avec les anions (Fig. I-13, B) (Dutzler et al., 2002).
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Figure I-13. Topologie des CLCs. A. Représentation d’une sous-unité de CLC eucaryote avec
ses deux domaines CBS basée sur les données obtenues avec les CLC-ec1 et StCLC
procaryotiques. B. Représentation de l’architecture antiparallèle d’une sous-unité avec en
son centre le site de sélectivité aux ions chlorure symbolisé par le rouge, la sphère rouge
représente un ion chlorure. Les hélices α sont symbolisées par des rectangles (A) ou des
cylindres (B), les couleurs verte et bleue correspondent aux deux motifs formant
l’architecture antiparallèle de la sous-unité. C. Structure d’un CLC eucaryote, CmCLC (adapté
de Dutzler et al. 2002; Dutzler 2007; Accardi 2015)
La structure de CmCLC et CLC-K montre que chaque sous-unité présente un domaine C-
terminal formé par deux sous-domaines appelés CBS (Fig. I-13, C). Les domaines CBS,
cystathionine-β-synthase tiennent leur nom de l’enzyme chez laquelle ces structures ont été
découvertes en premier (Bateman, 1997). La connaissance des séquences d’acides aminés de la
structure et la caractérisation par électrophysiologie de plusieurs CLCs, ont permis d’identifier
des motifs spécifiques des CLCs permettant d’anticiper leur mode de transport actif ou passif à
partir de leurs séquences. D’un point de vue structurel, ces motifs forment ce que l’on appelle
le filtre de sélectivité, c’est-à-dire la région qui interagit avec les ions transportés et qui les
sélectionne (Zdebik et al., 2008; Bergsdorf et al. 2009). En effet, au niveau du pore de
perméation, la présence de deux glutamates, dits externe et interne, est essentielle pour le
couplage du transport d’anions à celui de protons en direction opposée et permettraient donc
aux CLCs d’être des transporteurs actifs secondaires (Fig. I-14).
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Figure I-14. Alignements de séquences de CLCs. Motifs de séquence des glutamates externe
(Gluext) et interne (Gluint) ainsi que du site de perméation.
Le premier glutamate, le glutamate externe, est aussi qualifié de « gating glutamate » car ce
glutamate a un rôle dans la régulation de l’ouverture et de la fermeture du pore de la majorité
des CLCs canaux ioniques. Dans le cas des CLCs échangeurs, le glutamate externe est essentiel
pour le couplage des anions et des protons. D’un point de vue mécanistique, ces évènements
seraient liés à des réactions de protonation/déprotonation du groupement carboxylique du
glutamate (Fig. I-15, A et B) (Zdebik et al., 2008; Miller, 2006). Le glutamate externe, lorsque
déprotoné, par effet de répulsion des charges empêche les ions Cl- de passer (Estévez and
Jentsch, 2002). Ce glutamate externe est conservé chez tous les CLCs sauf pour les canaux
ioniques  CLC-Ka  et  CLC-Kb  et  pour AtCLCg d’Arabidopsis thaliana qui présentent
respectivement une valine et une alanine en remplacement de ce glutamate (Estevez et al. 2002;
Zdebik et al. 2008).
Le deuxième glutamate, dit glutamate interne ou « proton glutamate », est seulement présent
chez les CLCs de type échangeurs et a pour fonction principale de servir de navette aux protons
cytosoliques afin de les diriger vers le glutamate externe, de gating (Zdebik et al., 2008). Le
glutamate externe serait alors protoné sur son groupement carboxylique et cela induirait un
changement de conformation favorable au passage des ions Cl-. Le glutamate interne permet
donc le couplage des anions et des protons et par conséquent permet le système d’échange entre
ces ions.
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Figure I-15. Structure de CLC-ec1. A. Protéine avec ses deux sous-unités représentées en
bleu et rose et les deux résidus glutamate sont identifiés par leur groupement carboxyl du
symbolisés par des sphères rouges. B et C. Schémas du mécanisme de transport des anions
et protons dans le pore d’un CLC échangeur. Les sphères vertes représentent des ions
chlorure, la sphère rouge indique la position du glutamate interne. (adapté de Miller 2006)
3.2.2.2. Les Domaines CBS
La cristallisation du domaine C-terminal du CLC-0 a permis de mettre en évidence la
structure en 3-dimensions des deux domaines CBS (cystathionine-β-synthase) (Meyer and
Dutzler, 2006). Les domaines CBS sont des motifs structuraux très conservés, βαββα (Bateman
1997) qui sont présents dans différentes protéines (kinases et canaux ioniques) dont ils
participent à réguler l’activité. Les domaines CBS sont présents du côté C-terminal de presque
tous les CLCs eucaryotes (Meyer and Dutzler, 2006).
Les  domaines  CBS sont  situés  sur  la  partie  C-terminale  des  CLCs et  semblent  impliqués
dans diverses fonctions régulatrices. En effet, il a été montré qu’ils jouaient un rôle dans
l’assemblage des sous-unités des CLCs et dans leur adressage (Meyer and Dutzler, 2006;
Estevez et al., 2004). Les domaines transmembranaires des CLCs interagissent fortement avec
les domaines CBS (Feng et al. 2011). Cette interaction est corrélée avec leur implication dans
un mode de gating dit « common gating » présent chez hCLC-1 et CLC-0 qui agit sur les deux
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sous-unités formants un CLC en simultané (Estevez et al., 2004). Les sous-domaines CBS sont
également  capables  de  lier  des  molécules  d’ATP  et  ADP  comme  cela  a  été  montré  pour  le
hCLC-1 et hCLC-5 constituant ainsi un système de régulation du transport (Bennetts et al.,
2005; Meyer et al., 2007). Les nucléotides qui s’y lient affectent l’activité du transport
possiblement via un changement de conformation sur la partie C-terminale cytosolique et qui
se répercute dans la partie transmembranaire au niveau de l’hélice α R (Meyer et al. 2007; Feng
et al. 2011). Chez Arabidopsis thaliana, il a été démontré qu’AtCLCa, un antiport nitrate:proton
est lui aussi capable de lier l’ATP au niveau des domaines CBS et que cette interaction en inhibe
l’activité de transport (DeAngeli et al., 2009). Il a été suggéré que cette inhibition a une
influence sur le transport d’ions NO3- dans la vacuole (DeAngeli et al., 2016).
3.2.2.3. La structure du site de perméation
Les CLCs sont connus pour être sélectifs seulement aux petits anions monovalents tels que
le  chlorure,  le  bromure,  l’iodure  et  le  thiocyanate,  mais  pas  pour  le  fluorure.  Les  cations  et
autres anions ayant une structure polyatomique tels que le sulfate et le phosphate sont
imperméants (Miller, 2006). La partie de la protéine qui permet la perméation et la sélection
d’ions est située dans les pores des CLCs. Ce site est constitué de trois sites de fixations aux
anions, Sext (site externe), Scent (site central) et Sint (site interne) (Fig. I-16, A) (Dutzler et al.,
2003; Cohen and Schulten, 2004).
Le Sext est situé du côté extracellulaire, du côté N-terminal de la protéine, entre les hélices α
F et N (Fig. I-13, A). Ce site est formé en partie par le glutamate dit « externe » ou encore de
« gating ». Chez les CLCs canaux ioniques, le « gating » a été montré comme étant dépendant
de la concentration en ions Cl- dans le compartiment externe (Pusch et al., 1995). Des études
d’électrophysiologie ont montré que le glutamate externe et les ions Cl- seraient en compétition
pour le site externe, Sext (Rychkov et al., 1996) et que ce mécanisme serait à la base du processus
de gating des canaux ioniques mais aussi du couplage anions/protons chez les antiports.
Le site central, Scent, est localisé au centre de la protéine et constitue le site de sélectivité. Ce
site central est formé en partie par une sérine qui interagit avec les anions au niveau du groupe
OH de la chaine latérale et qui est donc responsable de la sélectivité ionique pour les anions
(Bergsdorf et al. 2009; Zifarelli and Pusch, 2009; Cohen 2004; Picollo et al. 2009). Le
remplacement de cette sérine modifie la sélectivité du transporteur, par exemple la présence
d’une proline à la place de cette sérine confère une préférence pour le nitrate (Fig. I-14)
(DeAngeli et al. 2006; Bergsdorf et al. 2009; Zifarelli and Pusch, 2009).
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Le site interne, Sint, est situé à l’extrémité interne, côté cytoplasmique du pore. Ce site
comprend le glutamate dit « interne » ou encore « proton glutamate », impliqué dans le
mécanisme de transfert de protons, essentiel dans le cas des transporteurs (Accardi et al. 2015).
Lorsque ce glutamate est muté en un résidu hydrophobe le transport de protons est aboli mais
cette condition n’est pas suffisante à rendre un CLC échangeur en canal (Zdebik et al., 2008).
D’un point de vue mécanistique, une simulation du transport des ions Cl- au sein du pore a
été établie par Cohen & Schulten 2004 et indique que le Scent est le premier site sur lequel se
fixent les ions durant le mécanisme de transport. Un premier ion Cl- entre dans le pore et se fixe
sur le Scent puis un deuxième ion Cl- entre et se fixe sur le Sint et a un effet de répulsion sur le
premier ion Cl- qui va alors migrer vers le Sext tandis que le deuxième ion Cl- migre à sa suite
(Fig. I-16, B). Une fois le deuxième ion Cl- fixé sur le Scent, le premier peut alors sortir (Fig. I-
16, B).
Figure I-16. Structure du pore et son mécanisme de conduction des anions. A.
Représentation de la structure du pore de StCLC avec les sites de fixation des ions chlorure.
Les sphères orange et vertes modélisent respectivement les ions chlorure, ions hydrogène
impliqués dans la perméation. B. Modèle de conduction des anions dans le pore. (Cohen
2004)
3.2.2.4. Le « gating » des CLCs
Le phénomène du « gating » décrit la transition d’un canal ionique d’un état ouvert à un état
fermé et vice-versa. La structure dimérique avec deux pores de perméation indépendants fait
que les CLCs canaux ioniques présentent d’un point de vue fonctionnel trois sous-états deux
pores ouverts, un fermé et les deux pores fermés De plus, le canal ionique de type CLC
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fonctionne en « burst », c’est-à-dire que des périodes d’activités intenses sont alternées à des
périodes où le canal ionique est dans un état inactif pendant plusieurs secondes (Miller, 1982)
(Fig. I-12). Les études fonctionnelles à un niveau de canal unitaire et de courant macroscopique
ont mis en évidence deux mécanismes de « gating » un « fast gating » et un « common gating »,
aussi nommé « slow gating » (Ludewig et al., 1996). Le « fast gating » agit sur une seule sous-
unité à la fois et présente une cinétique très rapide de l’ordre de la milliseconde. D’un point de
vue structurel le « fast gating » dépend du glutamate externe et correspondrait au changement
de conformation de la chaine latérale de ce glutamate lors de la sortie/entrée du Sext. En accord
avec cette interprétation le « fast gating » dépend du pH extracellulaire, de la concentration en
chlorure et du potentiel membranaire (Ludewig et al., 1996; Weinreich and Jentsch, 2001;
Miller, 2006).
Le « slow gating » est un mode de fonctionnement qui agit sur les deux pores d’un CLC en
simultané  en  les  faisant  passer  dans  un  état  fermé.  Le  «  slow  gating  »  impliquerait  des
réarrangements importants dans la structure et chez CLC-0, il a été mis en évidence que ce
« gating » est fortement sensible aux changements de température (Estévez and Jentsch, 2002;
Pusch et al., 1997). Le « fast gating » est quant à lui peu affecté par la température (Estévez and
Jentsch, 2002; Pusch et al., 1997). Le « slow gating » semble impliquer les parties C-terminales
de chaque sous-unité. Par FRET, il a été suggéré que lors de la fermeture, les deux parties C-
terminales s’éloignent l’une de l’autre tandis que pour l’ouverture elles se rapprochent (Bykova
et al., 2006). Le « slow gating » consiste en un changement de conformation transmembranaire
des deux sous-unités ensemble, par les chaines C-terminales (Estevez et al., 2004).
Concernant le transport d’ions dans les CLCs de type échangeurs, deux modèles de
mécanismes de transport des CLCs ont été proposés par Feng et al. 2010 et Basilio et al. 2014
basés sur les CmCLC et CLC-ec1 (Schéma. I-1). Un premier modèle est basé sur la
cristallisation du CLC eucaryote de l’algue rouge Cyanidioschyzon merolae, CmCLC et a été
proposé par Feng et al. 2010. La protonation du glutamate externe serait à l’origine de
l’ouverture du pore permettant ainsi l’entrée de deux ions Cl-. Les ions Cl- se fixent alors au
niveau du site de fixation central, Scent. Lorsque le glutamate externe est déprotoné, il reprend
sa conformation « fermée » entrainant les deux ions Cl- du  côté  interne  (Feng et al., 2010).
Tandis que le deuxième modèle est basé sur un CLC procaryote, d’Escherichia coli, CLC-ec1,
proposé par Basilio et al. 2014. Il propose qu’un changement de conformation induise
l’ouverture du pore du côté interne, au niveau de la tyrosine Y445 (« gate » interne), permettant
à deux ions Cl- de se lier sur le site de fixation interne. Cette ligation induit un mouvement au
niveau du glutamate externe (E148) qui permet ainsi de provoquer sa protonation du côté
Introduction
46
externe. Une fois le E148 protoné, le « gate » externe s’ouvre tandis que le « gate » interne
(Y445)  se  referme  empêchant  ainsi  les  ions  Cl- de ressortir dans le compartiment interne
(Schéma. I-1). Cependant, le mécanisme permettant la sortie de protons n’a pas encore été
clairement établi. Le glutamate interne serait responsable du couplage anions/protons (Basilio
et al. 2014).
Schéma I-1. Les deux modèles de transport des CLCs échangeurs basés sur CmCLC et CLC-
ec1, respectivement modèle 1 et 2. Les différentes étapes sont représentées sur une sous-
unité de CLC. Les sphères rouge et bleue symbolisent respectivement les ions chlorure et
proton. (Feng et al. 2010; Basilio et al. 2014)
3.2.2.5. La sélectivité ionique des CLCs
La caractérisation de plusieurs CLCs, tels que le CLC-ec1, AtCLCa ainsi que quelques CLCs
humains (CLC-4 et CLC-5) ont permis d’identifier des motifs spécifiques pour le couplage
anions/protons pour les transporteurs passifs et actifs et pour la sélectivité aux anions (Zdebik
et al. 2008; Bergsdorf et al. 2009). Permettant ainsi d’émettre des hypothèses en se basant sur
la séquence d’acides aminés des CLCs non caractérisés (Fig. I-14) (Zifarelli and Pusch, 2010).
Concernant la sélectivité ionique des CLCs, la majorité possède une sérine au niveau du
Scent, ce qui leur confère une sélectivité aux ions Cl-. Cependant, deux CLCs d’Arabidopsis
thaliana, AtCLCa et AtCLCb présentent dans leur séquence une proline à la place de la sérine
en position centrale. Il a été démontré que la sélectivité ionique est plus forte pour les ions NO3-
que pour les ions Cl- (DeAngeli et al., 2006; VonDerFecht-Bartenbach et al., 2010). Depuis il
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a été montré qu’en substituant cette sérine par une proline sur des CLCs échangeurs, CLC-4 et
CLC-5 leur sélectivité ionique peut être modifiée. Ils présentent alors une sélectivité ionique
plus marquée pour les ions NO3- (Bergsdorf et al., 2009; Zifarelli and Pusch, 2009).
3.2.3. Les CLCs chez Arabidopsis thaliana
Dans l’étude des plantes, le premier CLC de plante identifié fut chez Nicotiana tabacum,
CLC-Nt1 dont le rôle physiologique n’a jusqu’à présent pas été analysé (Lurin et al., 1996).
C’est seulement sur la plante modèle Arabidopsis thaliana,  une  fois  les  séquences  de  CLCs
découvertes, que leurs fonctions physiologiques ont été étudiées.
Chez Arabidopsis thaliana, 7 membres de la famille des CLCs ont été identifiés sur la base
de  son  génome,  nommés  d’AtCLCa  à AtCLCg. Aucun de ces CLCs n’est exprimé à la
membrane plasmique, tous sont adressés sur des endomembranes, telles que la membrane des
thylakoïdes dans les chloroplastes, au niveau du Golgi et de la membrane vacuolaire, également
appelée tonoplaste (Schéma I-2).
Schéma I-2. Représentation de la localisation subcellulaire des 7 membres de CLC présents
chez Arabidopsis thaliana (adapté de Barbier-Brygoo et al. 2011).
3.2.3.1. Un CLC à la membrane des thylakoïdes
AtCLCe est le seul CLC localisé à la membrane des thylakoïdes dans les chloroplastes des
cellules d’Arabidopsis thaliana (Marmagne et al. 2007; Lv et al. 2009). Ce transporteur est
apparenté aux CLCs procaryotiques (Marmagne et al.,  2007).  Il  possède  une  homologie  de
séquence de 17,9% avec AtCLCa (Herdean et al., 2016).
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Lorsqu’AtCLCe est muté, plusieurs phénotypes ont été observés au niveau de la
photosynthèse, ce qui est en accord avec la localisation subcellulaire de celui-ci, mais aussi sur
la régulation de l’entrée de nitrate dans les cellules (Marmagne et al. 2007; Monachello et al.
2009). En effet, le mutant sous-accumule le nitrate par rapport au sauvage (Marmagne et al.
2007; Monachello et al. 2009). Cet effet de sous-accumulation est remis en question par
Herdean et al. 2016, qui considèrent que cela pourrait aussi être dû à une expression altérée
d’un membre de la famille des AtCLCs.
Concernant son motif de sélectivité, il diffère des autres CLCs connus. A la place d’une
sérine ou d’une proline qui seraient responsables de la sélectivité respectivement pour le
chlorure et le nitrate AtCLCe possède une lysine. Cette lysine chargée positivement serait
favorable pour le transport d’ions Cl- (Herdean et al., 2016). L’hypothèse avancée serait
qu’AtCLCe serait sélectif pour le chlorure puisque le nitrate n’affecterait pas la chaîne de
transport des électrons lors de la photosynthèse alors que l’homéostasie du chlorure serait
impliquée (Herdean et al., 2016). Cependant, à ce jour, aucune étude électrophysiologique n’a
encore été effectuée sur ce transporteur et la présence d’une lysine, chargée positivement, à la
place d’un glutamate, chargé négativement, pose la question du mode de fonctionnement, actif
ou passif de cette protéine.
3.2.3.2. Les CLCs à la membrane de l’appareil de
Golgi
AtCLCd et AtCLCf sont les deux seuls CLCs adressés à la membrane du Golgi. AtCLCd est
sur la membrane trans-Golgienne tandis qu’AtCLCf est situé sur la membrane cis-Golgienne
(Marmagne et al., 2007; VonDerFecht-Bartenbach et al., 2007; Lv et al., 2009).
AtCLCd co-localise avec VHA-a1 une sous-unité de la V-ATPase, une pompe à protons, et
semblent être étroitement liés dans leurs fonctions. AtCLCd permettrait de réguler le pH intra-
vésiculaire dans le Golgi mais aurait aussi un rôle dans la croissance, dans l’élongation
cellulaire (Von der Fecht-bartenbach et al. 2007; Marmagne et al. 2007). La perte de fonction
d’AtCLCd n’a aucun effet sur l’homéostasie des anions (VonDerFecht-Bartenbach et al., 2007).
AtCLCd aurait également un effet sur le système immunitaire de la plante car il inhiberait le
système de reconnaissance des PAMPs (Pathogen-Associated Molecular Patterns)
probablement de manière indirecte (Guo et al., 2014). Il a également été démontré que lors
d’une exposition à un stress salin l’expression de ce transporteur est stimulée (Jossier et al.,
2010).
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 AtCLCf et AtCLCe ont une homologie de séquence de 41% et sont tous deux proches des
CLCs procaryotiques (Marmagne et al., 2007). AtCLCf est capable de complémenter le mutant
gef-1, possédant une altération sur le gène d’un CLC de levures, ScCLC (Marmagne et al.
2007). Cependant sa fonction reste encore incertaine. Il serait impliqué dans l’acidification du
compartiment de l’appareil de Golgi (Marmagne et al., 2007).
Aucune étude d’électrophysiologie n’a été effectuée jusqu’à présent sur ces transporteurs ce
qui est principalement dû à leur localisation difficilement compatible avec une approche
d’électrophysiologie. Pour cela, il faudrait l’exprimer en ovocytes ou alors le réadresser sur une
membrane compatible avec une technique d’électrophysiologie. Rien n’établit avec certitude
leur sélectivité ionique ni leur fonctionnement antiport ou canal, malgré leurs motifs suggérant
qu’ils fonctionnent tous deux comme des antiports selon le modèle 2Cl-:1H+ (Zifarelli and
Pusch, 2010).
3.2.3.3. Les CLCs à la membrane vacuolaire
AtCLCa, AtCLCb, AtCLCc et AtCLCg sont les quatre CLCs d’Arabidopsis thaliana adressés
à la membrane vacuolaire, le tonoplaste (DeAngeli et al., 2006; Nguyen et al., 2016; Jossier et
al., 2010; VonDerFecht-Bartenbach et al., 2010; Lv et al., 2009). Ces CLCs, ainsi qu’AtCLCd
appartiennent à une branche de l’arbre phylogénétique séparées de celles auxquelles
appartiennent les CLCs procaryotes. En effet, ils ont une homologie de séquence proche de
celle des mammifères, des CLC-6 et CLC-7, d’environ 30% (Zifarelli and Pusch, 2010; Lv et
al., 2009).
Parmi les CLCs de plante, AtCLCa est celui qui a été le plus étudié et le mieux caractérisé.
La séquence protéique d’AtCLCa est très proche de celle des antiports déjà caractérisés en
système animal et chez les procaryotes. Les deux résidus glutamates essentiels pour le couplage
anions/protons sont conservés à l’exception du site de sélectivité qui, au lieu d’une sérine
présente une proline (Zdebik et al., 2008; Bergsdorf et al. 2009; DeAngeli et al. 2006; Accardi
and Miller, 2004). L’obtention de plantes mutantes knock-out clca-1 et clca-2 a permis de
commencer à comprendre la fonction de cette protéine. Les premières données ont suggéré un
rôle dans la régulation du nitrate, comme système de stockage vers le compartiment vacuolaire.
Les deux allèles KO clca-1 et clca-2 accumulent 50% en moins de nitrate par rapport aux
plantes du génotype sauvage alors que la quantité en ions Cl- reste inchangée (Geelen et al.,
2000). La première caractérisation fonctionnelle d’AtCLCa par une technique
d’électrophysiologie, du patch clamp sur vacuoles d’Arabidopsis thaliana, a permis de mettre
en évidence son activité d’antiport et de confirmer sa sélectivité plus marquée pour les ions
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NO3-, selon une stœchiométrie de 2NO3-:1H+ (DeAngeli et al., 2006). Le fonctionnement
d’AtCLCa en tant qu’antiport est fondamentale pour exercer sa fonction dans le stockage du
nitrate dans la vacuole (DeAngeli et al. 2006; DeAngeli et al. 2009; Wege et al. 2010). La
sélectivité ionique pour le nitrate d’AtCLCa peut être modifiée en remplaçant la proline 160 en
sérine, cela participe à démontrer que la sérine dans le motif est bien responsable de la
sélectivité pour les ions Cl- et inversement la proline pour les ions NO3- (Bergsdorf et al. 2009;
Zdebik et al. 2008; Zifarelli and Pusch, 2009). Il apparait que l’activité d’AtCLCa est régulée
négativement par la fixation d’ATP sur les domaines CBS, du côté C-terminal du transporteur,
soit du côté cytosolique. AtCLCa est aussi exprimé dans les cellules de garde des stomates et il
a été démontré qu’AtCLCa est impliqué dans leur ouverture et leur fermeture, son activité est
modulée par phosphorylation, par la kinase OST-1 (Introduction, Fig. I-4) (Jossier et al. 2010;
Wege et al. 2014).
AtCLCb possède une homologie de séquence avec AtCLCa de 79.2% et un mode de
fonctionnement similaire, AtCLCb est lui aussi un antiport sélectif pour le nitrate, avec la même
stœchiométrie 2NO3-:1H+ (VonDerFecht-Bartenbach et al., 2010). Il aurait par conséquent un
rôle redondant avec AtCLCa, celui d’accumuler/stocker le nitrate dans la vacuole
(VonDerFecht-Bartenbach et al., 2010). La mutation seule clcb-1 de même que pour clcb-2 ne
présente aucun phénotype particulier en comparaison avec les mutants KO clca qui  eux
induisent une hypo-accumulation du nitrate dans les plantes (Von Der Fecht-Bartenbach et al.,
2010; Wege et al. 2010). AtCLCb est principalement exprimé dans les jeunes plantules, au
niveau de l’hypocotyle, des racines et des cotylédons, son expression est plus faible dans les
plantes matures (VonDerFecht-Bartenbach et al., 2010).
 AtCLCc est fortement exprimé dans les cellules de gardes des stomates, dans les grains de
pollen et plus faiblement dans les racines. Face à un stress salin, les plantes augmentent
l’expression d’AtCLCc dans le mésophylle, ce qui contribue à suggérer une sélectivité pour les
ions Cl- (Jossier et al., 2010). AtCLCc a un rôle dans la régulation osmotique dans les cellules
en accumulant/stockant les ions Cl- dans la vacuole et aussi dans les mouvements stomatiques.
En effet, ces mouvements stomatiques se corrèlent avec des flux d’ions, anions et K+, ces influx
d’ions induisent l’ouverture des stomates (Introduction, Fig. I-4) (Jossier et al., 2010).
L’expression d’AtCLCg dans les jeunes plantules est surtout localisée dans le mésophylle
sauf dans les cellules de l’épiderme et par conséquent, pas dans les cellules de garde et un peu
dans les racines mais pas dans la pointe racinaire. En plante mature, le profil d’expression
change. AtCLCg est alors exprimé dans les tissus vasculaires et au niveau des hydathodes, des
cellules spécialisées dans l’excrétion d’eau (Nguyen et al., 2016). Lorsque les plantes sont
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exposées  à  un  stress  salin  cela  induit  une  hausse  de  l’expression  d’AtCLCg, dans la partie
foliaire (Jossier et al. 2010; Nguyen et al. 2016). Suggérant ainsi un rôle dans l’homéostasie du
chlorure, dans le but de détoxifier le compartiment cytosolique, cela rejoint une des fonctions
d’AtCLCc (Jossier et al. 2010; Nguyen et al. 2016). En effet, AtCLCg partage une homologie
de séquence avec AtCLCc de 62% (Nguyen et al., 2016). Au niveau de sa séquence, AtCLCg
est dépourvu du « gating glutamate », qui est remplacé par une alanine et il possède la sérine
identifiée comme étant responsable de la sélectivité aux ions Cl-. Cependant, son mécanisme
de transport n’a encore jamais été étudié. L’hypothèse face à un tel motif est qu’AtCLCg
fonctionnerait tel un canal et serait sélectif pour les ions Cl- (Zifarelli and Pusch, 2010;
Bergsdorf et al., 2009). A ce jour, la séquence d’ADNc d’AtCLCg n’a jamais pu être clonée,
tous les travaux de physiologie ont été effectués avec la séquence d’ADN génomique (thèse
Chi Tam Nguyen 2012).
Introduction
52
53
Objectifs de la thèse
Dans l’étude des plantes, de nombreux processus physiologiques impliquent des flux
d’anions tels que la signalisation intracellulaire, la régulation du pH intracellulaire, le maintien
du potentiel membranaire et les mouvements stomatiques (Barbier-Brygoo et al., 2011;
Hedrich, 2012; Roelfsema and Hedrich, 2005). Il est connu que ces flux sont finement régulés
par des protéines membranaires spécialisées, des transporteurs. Ces protéines peuvent être
divisées en deux catégories en fonction de leur mode de transport, actif ou passif. Les canaux,
sont dit passifs et suivent le gradient électrochimique. Tandis que les antiports, les symports et
les pompes font quant à eux partis des transporteurs dit actifs. Leur mode de fonctionnement
consiste à aller à l’encontre du gradient électrochimique, permettant ainsi une régulation fine
du potentiel membranaire. Dans le cas des transporteurs actifs, les protons constituent leur
substrat principal (Felle, 2001), les flux d’anions et de protons sont de ce fait liés. Il est donc
important de connaître les concentrations en anions dans le compartiment cytosolique afin de
mieux évaluer la direction des flux d’anions et de comprendre le type de transport actif ou passif
mis en jeu au niveau des membranes plasmique et vacuolaire. Ce travail a été fait sur des
cellules de garde qui présentent plusieurs avantages. Tout d’abord, les cellules de garde sont
isolées des cellules environnantes car elles ne possèdent pas de plasmodesmes. D’autre part, les
échanges d’ions qui ont lieu dans ces cellules sont responsables des mouvements stomatiques
dus aux phénomènes de turgescence.
Pour ce faire, nous avons privilégié dans un premier temps une approche expérimentale
utilisant un biosenseur, clopHensor. Ce biosenseur a été développé par Arosio et al. 2010 afin
de mesurer en parallèle la concentration en anions et le pH dans le cytosol des cellules. Afin
d’étudier les mécanismes de transports mis en jeu au niveau des membranes plasmique et
vacuolaire, nous avons adressé clopHensor dans le compartiment cytosolique qui est situé à
l’interface de ces dernières. Au cours de la caractérisation de ce biosenseur, nous avons pu
mettre en évidence que celui-ci présente une sensibilité ionique plus forte pour les ions NO3-
que Cl-. Les mesures que nous avons obtenues in vivo avec ce biosenseur ont permis d’établir
que la [NO3-]cyt est variable dans les cellules de garde et qu’elle est directement influencée par
la [NO3-] externe. Concernant les mutants que nous avons analysés, nous avons mis en évidence
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que le transporteur AtCLCa semble avoir un rôle important à la fois dans la régulation de la
[NO3-] mais aussi dans la régulation du pH intracellulaire.
Le deuxième projet de cette thèse a consisté à étudier le mécanisme de transport de deux
transporteurs, AtCLCc et AtCLCg au moyen de la technique du patch clamp. Ces transporteurs
appartiennent à la famille des ChLoride Channel (CLC) dont sept membres ont été identifiés
chez Arabidopsis thaliana. La localisation subcellulaire d’AtCLCc et d’AtCLCg est connue,
tous deux sont localisés à la membrane vacuolaire, le tonoplaste (Jossier et al., 2010; Nguyen
et al., 2016). Lors de travaux antérieurs, leur fonction physiologique a été étudiée. AtCLCc a
un rôle dans l’ouverture et la fermeture des stomates mais aussi dans la tolérance au stress salin,
notamment dans la tolérance à l’excès d’ions Cl- (Jossier et al., 2010). AtCLCg a également un
rôle  dans  la  tolérance  à  l’excès  d’ions  Cl- (Nguyen et al., 2016). Mais du point de vue du
mécanisme de transport, rien n’a encore été vraiment démontré pour aucun des deux. Si on se
base sur les motifs connus des CLCs caractérisés, plusieurs hypothèses sur leur mode de
transport peuvent être émises (Zdebik et al., 2008; Bergsdorf et al., 2009). Ainsi, AtCLCc serait
un transporteur actif secondaire sélectif aux ions Cl-. AtCLCg, en revanche, possède un motif
particulier. En théorie, deux glutamates sont nécessaires afin d’obtenir un antiport or AtCLCg
n’en possède qu’un (Introduction, I-14). Concernant AtCLCg mon travail de thèse n’est pas
concluant. Cependant, mon travail de thèse a permis de montrer qu’AtCLCc fonctionne bien
comme un antiport et qu’il semble plus sélectif aux ions NO3- que Cl-.
Ces deux projets de ma thèse m’ont permis d’étudier les échanges d’anions à l’échelle
moléculaire et à l’échelle cellulaire au moyen de deux approches expérimentales. Ce travail a
permis d’une part de développer une méthode permettant la mesure de [NO3-] et de pH dans le
cytosol des cellules de garde avec un biosenseur, cette approche nous a permis de visualiser
l’activité de transporteurs (AtCLCa et SLAC1) dans les cellules de garde, et d’autre part de
caractériser en partie l’activité du transporteur AtCLCc.
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Chapitre 1 : ClopHensor, un
biosenseur permettant de mesurer à la
fois des flux d’anions et de protons
exprimé chez Arabidopsis thaliana
Ce chapitre présente le travail effectué sur le biosenseur clopHensor. La première partie de
ce projet a consisté à étudier la dépendance de clopHensor aux protons et aux anions présentés
dans le chapitre précédent (chapitre 1, 1.1). Ces paramètres biochimiques sont nécessaires à la
deuxième partie de ce travail que constituent les mesures in vivo sur des plantes de génotype
sauvage (Col-0) et mutantes (clca-3 et slac-1). Au cours de ce travail, toutes les mesures
quantitatives de la fluorescence ont été effectuées avec un microscope confocal Leica, SP8
droit.
1. Introduction des méthodes d’utilisation du
biosenseur ratiométrique clopHensor in vivo
Les mesures des concentrations des ions dans les différents compartiments cellulaires est
techniquement complexe. Différentes approches expérimentales ont été utilisées pour effectuer
ces mesures : fractionnement cellulaire, microélectrodes sélectives et biosenseurs fluorescents.
Chacune de ces techniques permet de mesurer les concentrations d’ions dans les compartiments
cellulaires néanmoins les biosenseurs fluorescents paraissent les plus avantageux. En effet, le
fractionnement cellulaire exige la pureté des fractions cellulaires et ne permet pas de visualiser
l’évolution des concentrations dans une cellule, cette approche ne sera pas traitée par la suite
dans ce manuscrit. Les microélectrodes sélectives permettent une mesure très précise des
concentrations cellulaires malgré une approche invasive et ne peut pas être appliquée à tous les
compartiments intracellulaires. Un des avantages principaux des biosenseurs est qu’il s’agit
d’une approche faiblement intrusive. Les biosenseurs se divisent en sondes chimiques qui
doivent être chargées dans la cellule avant chaque manipulation ou en sondes génétiquement
codées qui sont exprimées par la cellule elle-même et qui peuvent être adressées dans différents
compartiments subcellulaires. Au cours de ce travail, l’approche privilégiée est celle des
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biosenseurs génétiquement codés qui permettent d’effectuer des mesures précises avec
l’avantage d’être une technique non invasive. Ainsi, cette partie introduit le biosenseur
clopHensor choisi afin de mesurer les flux d’anions inorganiques et de protons dans les cellules
végétales d’Arabidopsis thaliana.
1.1. Structure de clopHensor
ClopHensor  a  été  conçu  en  fusionnant  une  GFP  modifiée,  E2GFP avec une version
monomérique de la DsRed (Arosio et al. 2010). L’E2GFP utilisée pour clopHensor est une
variante de la GFP présentant les mutations suivantes F64L, S65T, T203Y et L231H. La DsRed
est insensible aux anions ainsi qu’aux protons et par conséquent, sa fluorescence reflète la
concentration locale de clopHensor dans le compartiment cytosolique des cellules imagées.
Ainsi, la DsRed permet d’effectuer des mesures qui ne sont pas affectées par celles effectuées
avec l’E2GFP.
La GFP sauvage a intrinsèquement la capacité de lier des protons grâce au site de protonation
E222. Ce glutamate a un rôle direct sur les propriétés optiques de la GFP sauvage et de ses
mutants (Arosio et al. 2007).
Figure 1-1. Sensibilité ionique de l’E2GFP aux ions de type halogénure. A. Extinction de la
fluorescence de l’E2GFP à des concentrations de chlorure croissantes par rapport à d’autres
variantes de la GFP. E0GFP (-/-), E1GFP (-/T203Y) et E2GFP (S65T/T203Y). B. Extinction de la
fluorescence de l’E2GFP pour différentes concentrations d’ions halogénure. (adaptée de
Arosio et al. 2007)
De par la substitution T203Y, l’E2GFP fait partie de la classe des YFPs (Bizzarri et al. 2006;
Arosio et al. 2007). La substitution T203Y combinée avec une autre substitution, S65T, permet
d’obtenir un site avec une forte affinité pour les petits anions de type halogénure tels que le
chlorure (Cl-), l’iodure (I-) et le bromure (Br-) (Fig. 1-1, B) (Arosio et al. 2007).
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Figure 1-2. Changements conformationnels de l’E2GFP en absence et en présence de
chlorure. A. Conformation fermée du chromophore, en présence d’une molécule d’eau. B.
Conformation ouverte du chromophore en présence d’un chlorure. C. Stereo-view du
complexe E2GFP.Cl-. Les sphères rouge et verte représentent respectivement une molécule
d’eau et un ion chlorure. (adaptée de Arosio et al. 2007)
Cependant, cette affinité est également dépendante de l’état protoné du chromophore. En
effet, lorsque le site de protonation E222 est déprotoné en condition neutre ou basique, la charge
négative de l’anion a un effet répulsif sur la chaîne latérale comprenant E222 (Fig. 1-2, C)
(Arosio et al. 2007). La chaîne latérale est dans ces conditions chargée négativement de par son
groupement COO- (Fig. 1-2, C) (Arosio et al. 2007). Cette conformation est alors défavorable
à la fixation des anions au niveau du résidu Y203, l’affinité est faible, correspondant à la
conformation fermée du chromophore (Fig. 1-2, A). Cette conformation fermée est caractérisée
par l’atome O3 orienté en direction du résidu Y203 du chromophore (Fig. 1-2, A) (Arosio et al.
2007). L’orientation de l’atome O3 est stabilisée par les liaisons hydrogènes des molécules
d’eau (Arosio et al. 2007). Tandis que dans le cas inverse, en milieu acide, E222 est protoné et
donc électriquement neutre, il n’y a alors pas de répulsion de la chaîne défavorisant la fixation
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des anions sur le chromophore et l’atome O3 change alors d’orientation (Fig. 1-3, B) (Arosio et
al. 2007).  Dans  ces  conditions,  l’affinité  est  forte  pour  les  anions,  correspondant  à  la
conformation ouverte du chromophore (Fig. 1-3, B) (Arosio et al. 2007).
1.2. Principe de fonctionnement de clopHensor
ClopHensor est un biosenseur ratiométrique par excitation, cela implique que plusieurs
longueurs d’onde d’excitation sont nécessaires pour les mesures de pH et de concentration en
anions. Ce biosenseur fonctionne selon un système d’extinction statique de la fluorescence,
c’est-à-dire que l’intensité de la fluorescence change en fonction des interactions du biosenseur
avec des ions, dans le cas de clopHensor, le chlorure, le nitrate et les protons. Les deux
fluorophores de clopHensor sont espacés l’un de l’autre d’une distance supérieure à 10 nm et
leurs spectres d’excitation et d’émission ne présentent pas de recouvrement. De ce fait,
clopHensor n’est pas un senseur de type FRET (Förster Resonance Energy Transfer). Ce
biosenseur est génétiquement codé et peut donc être exprimé de manière ubiquitaire ou dans un
type cellulaire spécifique. Ce biosenseur est particulièrement intéressant car il permet la mesure
de deux paramètres en simultané, d’une part la concentration en anions et d’autre part les
variations de pH dans le cytosol. Deux informations importantes puisque les flux d’anions sont
souvent corrélés avec les flux de protons, dans le cas de transporteurs actifs comme les antiports
et les symports (Felle, 2001).
ClopHensor est un dimère composé de deux chromophores, une DsRed liée à une E2GFP
(Schéma 1-1). Seule l’E2GFP est capable d’interagir avec les protons et les anions selon les
réactions représentées dans le Schéma 1-1 et 1-2. Lorsque les anions ou les protons interagissent
avec celle-ci, cela induit une extinction de la fluorescence émise. La DsRed en revanche n’est
capable de lier ni les anions ni les protons. Cette dernière permet de normaliser l’intensité de
fluorescence émise détectée avec le niveau d’expression de clopHensor dans le compartiment
cytosolique.
Schéma 1-1. Représentation de clopHensor et des longueurs d’onde d’excitation utilisées
(adapté de Arosio et al., 2010).
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Schéma 1-2. Représentation des réactions acido-basique et de dissociation des anions de
clopHensor (adapté de Arosio et al. 2007; Bregestovski 2011).
La caractérisation de l’E2GFP de clopHensor par Bizzarri et Arosio, a permis d’identifier un
point isobestique. Ce point correspond à une valeur de mesure, ici une longueur d’onde pour
laquelle un chromophore, dans ce cas l’E2GFP, est insensible aux variations de pH. Ce point
isobestique a été identifié pour la longueur d’onde d’excitation à 458 nm (Fig. 1-3). En effet, à
cette longueur d’onde d’excitation de 458 nm, l’intensité de la fluorescence de l’E2GFP a la
même valeur aux différents pH testés (Fig. 1-3).
Figure 1-3. Spectre d’excitation sur extrait de protéine de clopHensor à différents pH et à
une émission fixée à 590nm. (adaptée de Arosio et al. 2010)
ClopHensor étant un biosenseur ratiométrique par excitation, trois longueurs d’onde
d’excitation sont nécessaires pour obtenir les informations pH et de concentration en anions.
L’E2GFP est excitée aux longueurs d’onde d’excitation 488 et 458 nm, la fluorescence émise
est détectée entre 500 et 550 nm et la DsRed est excitée à 561 nm et l’émission est détectée
entre 600 et 625 nm (Schéma 1-1).
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L’intensité de fluorescence détectée après excitation à 488 nm comprend à la fois
l’information du pH et de la concentration en anions, tandis que la fluorescence émise après
excitation à 458 nm contient seulement l’information de la concentration en anions. Le ratio
pH, appelé RpH de l’équation (1-1), des intensités récoltées par l’excitation de l’E2GFP aux
deux longueurs d’onde d’excitation 488 et 458 nm permet d’isoler l’information sur le pH.
L’information concernant la concentration en anions est obtenue par le ratio anion RAnion de
l’équation (1-2), comprenant les intensités de fluorescence détectées en réponse à l’excitation
à 458 et 561 nm. La fluorescence détectée résultant de l’excitation à 561 nm reflète la
concentration du biosenseur dans le cytosol et sert alors de facteur de normalisation.
L’obtention des valeurs pH et concentration en anion est obtenue en utilisant les équations
(1-3), (1-4) et (1-5). Ces équations d’Arosio et al. 2010 ont été elles-mêmes établies à partir des
équations de Grynkiewicz (Grynkiewicz, Poenie, and Tsien 1985). Ces équations peuvent être
utilisées seulement dans le cas où le senseur forme un complexe 1:1 (analyte:senseur), qu’il
fonctionne de la même manière in vivo et in vitro et que l’intensité de la fluorescence soit
proportionnelle à la concentration du senseur (Grynkiewicz, Poenie, and Tsien 1985). La
première équation (1-3) permet de calculer le pH dans le cytosol à partir des intensités de
fluorescence détectées avec les deux longueurs d’onde d’excitation, 488 et 458nm.
Plusieurs paramètres sont à déterminer par calibration du senseur, tels que le pKa du senseur
ainsi que les deux valeurs extrêmes, Racide (minimum), Rbasique (maximum), ces ratios pH
correspondent aux formes respectivement protonées et déprotonées de clopHensor. Le pKa de
clopHensor a été mesuré à 6,8 rendant ce biosenseur intéressant pour des mesures in vivo dans
le compartiment cytosolique (Bizzarri et al., 2006; Arosio et al., 2010; Arosio et al., 2007). De
cette formule, il en découle une deuxième pour obtenir la constante de dissociation de
clopHensor pour les anions en fonction du pH (Equation 1-4). En effet, l’état protoné du
chromophore a une influence sur son affinité pour les anions. Lorsque clopHensor est protoné,
(1-3)
(1-1) (1-2)
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à pH acide, son affinité pour les anions augmente et inversement lorsque celui-ci est déprotoné,
à pH basique, l’affinité aux anions est diminuée.
C’est seulement, une fois la valeur du Kd(pH) connue que la concentration peut être calculée,
au moyen de l’équation (1-5).
2. Obtention des paramètres biochimiques de
clopHensor in vitro : billes de sépharose
La connaissance des caractéristiques biochimiques de clopHensor (chapitre 1, 1.1) est
essentielle pour le calcul du pH et de la concentration en anions in vivo dans les compartiments
cellulaires dans lesquels clopHensor, une fois exprimé est adressé. A cette fin, deux approches
ont été utilisées, une in vitro, au moyen de billes de sépharose et une autre in vivo sur un type
cellulaire en présence d’ionophores.
2.1. Des billes de sépharose comme système de mesure in
vitro
Les caractéristiques biochimiques de clopHensor ont été déterminées in vitro, sur des billes
de sépharose. Les billes de sépharose, comme système de mesure in vitro, présentent l’intérêt
de déterminer les paramètres biochimiques de clopHensor en utilisant le même système optique
pour l’acquisition des données in vitro que lors des mesures in vivo.
Ces billes possèdent à leur surface l'épitope Strep-Tactin® qui reconnaît spécifiquement le
Strep-tag. Pour cela, la protéine de clopHensor avec un strep-tag en position N-terminale est
exprimée en bactéries E. coli en utilisant un système d’expression inductible avec de la
tétracycline. Le strep-tag en position N-terminale est reconnu par l’épitope présent sur les billes
de  sépharose  et  permet  de  fixer  clopHensor  à  leur  surface  (Schéma.  1-3,  A).  Les  billes  de
sépharose sont préalablement rincées dans une solution contenant 100 mM Tris-H2SO4 (pH 8) ;
50 mM (NH4)2SO4 ; 1 mM EDTA, durant la nuit. Puis, ces billes sont ensuite incubées,
(1-4)
(1-5)
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également sur la nuit, en présence de l’extrait protéique d’E. coli contenant la protéine
recombinante clopHensor afin qu’elles fixent celles-ci à leur surface (Schéma 1-3, B). Par la
suite, afin de pouvoir effectuer la caractérisation des paramètres biochimiques de clopHensor,
les billes présentant clopHensor à leur surface sont placées dans différentes solutions dites de
calibration. Ces solutions de calibration ont un pH et une concentration en anions fixés aux
valeurs choisies pour les mesures (Schéma 2-1, C).
Schéma 1-3. Les billes de sépharose un outil de calibration in vitro. A. Représentation de
clopHensor avec le Strep-tag (en noir) en position N-terminale, les cylindres vert et rouge
symbolisent respectivement l’E2GFP et la mDsRed. B. Représentation d’une bille de
sépharose (cercle gris) avec les épitopes à sa surface et les protéines clopHensor dont le
Strep-tag est fixé dessus. C. Image prise au confocal SP8 droit d’une bille de sépharose dans
un milieu à pH 7 avec 60mM sulfate d’ammonium et 10mM Bis Tris Phosphate (BTP), en
lumière transmise, par excitation à 561 nm (mDsRed) et émission à 600-625 nm, excitation à
488 et 458 nm (E2GFP) et émission récoltée entre 500-550 nm (échelle : 50 µm).
Nous avons effectué l’acquisition des images en mode séquentiel, c’est-à-dire que chaque
bille a été imagée aux trois longueurs d’onde d’excitation nécessaires à clopHensor. Nous avons
utilisé cet ordre d’acquisition, 561, 488 et 458 nm avec la fenêtre de longueurs d’onde
d’émission respectives 600-625 et 500-550 nm (Fig. 1-3, B). Lors des mesures nous avons
choisi des billes de sépharose de tailles similaires présentant un diamètre d’environ 130 µm.
Ces billes de sépharose étant de forme sphérique, toute leur surface n’est pas exposée au laser
de manière uniforme. Afin de limiter l’influence de la géométrie des billes sur la mesure de
fluorescence, le plan focal a été ajusté proche de la surface supérieure des billes permettant de
maximiser l’exposition au laser d’excitation sur la surface ayant fixé les protéines
recombinantes de clopHensor. De ce fait, on maximise le signal fluorescent émis afin
d'améliorer  la  précision  de  la  quantification  du  signal  (Fig.  1-3,  A).  Malgré  toutes  les
précautions au niveau de l’analyse, il a fallu déterminer une région présentant un signal
fluorescent non affecté par la forme et suffisamment intense pour la mesure de l'intensité de la
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fluorescence. Les profils d’intensité de fluorescence détectée en fonction du diamètre de la bille
de sépharose examinée aux trois longueurs d’onde d’excitation utilisées montrent qu’en son
centre l’intensité est maximale et atteint un plateau alors que sur ses bords l’intensité décroit
(Fig. 1-3, C, D et E). Cette région centrale a été définie d’une surface de 45x45 µm (Fig. 1-3,
B). La mesure des intensités de fluorescence se fait donc dans la région centrale des billes afin
de mesurer un signal fluorescent homogène avec une intensité maximale (Fig. 1-3, C, D et E)).
Figure 1-3. Acquisition et analyse de la fluorescence émise par clopHensor fixé à la surface
de billes de sépharose. A. Représentation du plan focal (ligne en pointillés) lors de
l’acquisition des images sur les billes de sépharose avec un microscope confocal SP8 droit. B.
Région choisie (symbolisée par un carré) pour la mesure des intensités récoltées aux trois
longueurs d’excitation utilisées, respectivement 561, 488 et 458 nm. C, D et E. Graphiques
représentant les intensités de fluorescence mesurées sur le diamètre d’une bille aux
différentes longueurs d’onde d’excitation, respectivement 561, 488 et 458 nm.
2.2. Mesure des paramètres biochimiques de clopHensor liés
au pH
Le point de départ de ce travail, a consisté à comparer les données que nous avons obtenues
avec celles de travaux antérieurs dans des systèmes in vitro (Bizzarri et al., 2006; Arosio et al.,
2007; Arosio et al., 2010). L'état de protonation de clopHensor ayant une influence directe sur
sa capacité à lier les anions, la connaissance des paramètres biochimiques liés au pH est
essentielle. Des expériences ont été effectuées visant à déterminer les paramètres biochimiques
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qui permettent de décrire l’effet du pH sur la fluorescence émise par clopHensor. Ces
paramètres comprennent la constante d’acidité (pKa), et les valeurs Racide et  Rbasique,
correspondant aux ratios des intensités de fluorescence I488 / I458 (ratio pH), lorsque clopHensor
est respectivement dans son état protoné et déprotoné (Chapitre 1, schéma 1-2).
Pour cela, les billes ayant lié les protéines recombinantes de clopHensor ont été incubées
dans des solutions contenant 60 mM sulfate d’ammonium en absence de chlorure et tamponnées
à différents pH 5,6 et 5,9 avec du MES ; les pH 6,95 ; 7,5 ; 8,1 et 8,95 avec du BTP et le pH 10
avec du CAPS.
Les mesures dans les solutions aux pH testés ont été obtenues par le ratio des intensités de
fluorescence détectées aux longueurs d’onde d’excitation de l’E2GFP, à 488 et 458nm, dit ratio
pH (chapitre 1, 1.2. Equation 1-1). Les paramètres pKa, Racide et  Rbasique ont été estimés par
interpolation, selon l’équation 1-6, du ratio pH aux différents pH.
Les estimations du pKa ont ainsi été identifiées à 6,9 ± 0,1 de même pour les valeurs des
ratios pH Racide à  0,1 ± 0,2 et  Rbasique à  4,9 ± 0,1 (Fig.  1-4).  Ces valeurs sont très proches de
celles obtenues in vitro et en cellules animales, par Arosio et al. 2010; Bizzarri et al. 2006. Le
pKa avait, en effet, été estimé in vitro à 6,81 ± 0,05 (Arosio et al., 2010) et à 6,78 ± 0,05
(Bizzarri et al., 2006) soit une différence de 0,2 unité de pH. De même, en ce qui concerne les
valeurs Racide et Rbasique respectivement mesurées à ~0,5 et ~4,2 par (Arosio et al., 2010) sont
également identiques. De ces estimations, il peut être établi une fourchette de pH allant de 6,5
à 7,5 pour lequel clopHensor est suffisamment sensible pour détecter une variation de pH 0,1
unité.
(1-6)
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Figure 1-4. Estimation des paramètres biochimiques décrivant la dépendance du pH de
clopHensor. Ratio pH (I488 / I458) des mesures d’intensités de fluorescence détectées sur les
billes de sépharose (entre n = 15 et n = 30) pour les longueurs d’onde d’excitation 488 et 458
nm dans des solutions contenant 60 mM de sulfate d’ammonium, 10 mM BTP/MES/CAPS
ont été utilisés pour tamponner le pH selon les pH testés (5,6 ; 5,9 ; 6,95 ; 7,5 ; 8,1 ; 8,95 ;
10). Les barres d’erreurss représentent les écarts-types des mesures moyennes.
L’interpolation des données a été faite en utilisant l’équation 1-6.
La reproductibilité des mesures sur billes de sépharose par rapport aux données publiées
précédemment dans une condition test valide ce système de mesure in vitro. En effet, les billes
de sépharose permettent de contrôler précisément les conditions de mesures puisque les billes
sont en contact direct avec les solutions testées. Cela constitue un avantage qui est propre aux
systèmes de mesures in vitro. L’autre principal avantage de ce système par rapport à d’autres
systèmes de mesures in vitro est de permettre l'utilisation du même système optique
d'acquisition pour la calibration in vitro que pour les mesures in vivo.
2.3. Sensibilité ionique de clopHensor
ClopHensor a été conçu dans l’optique d’une utilisation en cellules animales, la sensibilité
de clopHensor a donc été testée pour les principaux anions inorganiques monovalents de type
halogénure présents dans ces cellules (Arosio et al. 2007). Les données dans la littérature
montrent que clopHensor présente une sensibilité aux anions de type halogénure, avec pour
séquence, I- > Br- >  F- >  Cl- (Arosio et al., 2007). Cependant, dans le cadre de ce travail,
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l’objectif est d’utiliser clopHensor dans les cellules végétales. Les cellules végétales
contiennent contrairement aux cellules animales de nombreux anions, inorganiques et
organiques, en quantités élevées. Les principaux anions inorganiques incluent le nitrate (NO3-
), le sulfate (SO42-) et le phosphate (PO43-) et parmi les principaux anions organiques se trouvent
le malate2- et le citrate3-. L’étude de la sensibilité de clopHensor pour ces différents anions a été
testée afin de déterminer la marge d’utilisation de clopHensor en cellules végétales. Chacun des
anions testés a été ajouté dans une solution de base, à une concentration fixée à 30 mM, sous
forme de sels de sodium, chlorure de sodium (NaCl), nitrate de sodium (NaNO3), phosphate de
sodium (Na3PO4), sulfate de sodium (Na2SO4), malate de sodium et citrate de sodium. La
solution de base dans laquelle sont incubées les billes contient 60 mM d’ammonium sulfate et
10mM BTP, le pH est ajusté à 6,9 avec du NaOH. La présence d’ions sulfate dans cette solution
ne pose pas de problème puisqu’il est connu que clopHensor y est insensible, cette solution est
donc définie comme étant la solution 0 mM Anion (0 mM A-).
La  séquence  de  sélectivité  de  clopHensor  a  été  obtenue  par  le  ratio  des  intensités  de
fluorescence détectées aux longueurs d’onde d’excitation à 458 nm de l’E2GFP, et à 561 nm de
la  DsRed,  qui  ont  été  nommés  ratio  anions  I458 /  I561 (chapitre 1, 1.2, Equation 1-2). Une
diminution de ce ratio indique une diminution de la fluorescence qui est détectée lors de
l’excitation à 458 nm. Cette diminution est due à un changement de conformation lors de la
liaison d’un anion sur le site de fixation au niveau du chromophore (Chapitre 1, 1.1).
Les ratios anions ont été normalisés par rapport à la valeur moyenne mesurée dans la
condition 0 mM A-. Les ratios anions normalisés obtenus pour les ions sulfate, phosphate,
malate et  citrate montrent que leurs ratios anions respectifs sont proches de la valeur 1 de la
condition 0 mM A- (Fig. 1-5, A). Dans la condition 30 mM de chlorure, le ratio anion est mesuré
à 0,42 ± 0,04 soit une diminution de 2,3 fois par rapport à la condition 0 mM A- (Fig. 1-5, A et
B).  En  revanche,  en  30  mM  nitrate,  le  ratio  anion  est  de  0,21  ±  0,03,  correspondant  à  une
diminution de 4,8 fois, soit une diminution plus importante qu’en présence de chlorure (Fig. 1-
5, A et B). Les résultats obtenus montrent donc que le nitrate est plus efficace que le chlorure à
éteindre la fluorescence émise par clopHensor à 458 nm. Le nitrate ayant une structure très
similaire à celle des ions nitrite, il était nécessaire de vérifier si clopHensor est également
sensible à ces ions. Les ratios anions normalisés dans les conditions 30 mM nitrate et nitrites
sont mesurés respectivement à 0,21 ± 0,03 et 0,23 ± 0,04, soit identiques (Fig. 1-5, B).
Les résultats sur la sensibilité de clopHensor aux différents anions que nous avons obtenus
confirment d’une part l’interaction avec le chlorure et d’autre part, ils montrent que clopHensor
subit une extinction de la fluorescence émise par les ions nitrate et nitrite plus forte. Concernant
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les ions nitrite,  ils  sont estimés à une concentration inférieure à 0,5 mM à pH physiologique
dans le cytosol des cellules végétales (Maeda et al., 2014) soit en-dessous du seuil de détection
de clopHensor, estimée à 1 mM (Fig. 1-6, C).
Figure 1-5. Sensibilité ionique de clopHensor aux principaux anions présents dans les
cellules végétales. A. Les ratios anions ont été normalisés par rapport à la valeur moyenne
du ratio anion mesuré en condition sans anions. Ratio normalisé des intensités de
fluorescence mesurées pour les longueurs d’onde d'excitation 458 et 561 nm dans les
différentes solutions contenant pour chaque anion testé 30 mM : chlorure (Cl-), nitrate (NO3-
), phosphate (PO43-), sulfate (SO42-), malate2- et citrate3-. Chaque point représente le ratio
moyen d'une bille de sépharose (n = 15 pour chaque condition). t-test : *, p 0,035 ; ***, p <
0,001. B. Ratio normalisé des intensités de fluorescence mesurées pour les longueurs d’onde
d'excitation 458 et 561 nm. Normalisation par rapport aux mesures effectuées dans une
solution sans anion. Comparaison de la sélectivité entre les ions chlorure, nitrate et nitrite (n
= 15 pour chaque condition). t-test : *, p 0,046 ; ***, p < 0,001. Les barres d’erreurss sont les
écarts-types des mesures moyennes sur chaque bille dans une condition.
2.4. Mesure des paramètres décrivant la dépendance de
clopHensor à la concentration en anions
ClopHensor étant un biosenseur fonctionnant selon un système d’extinction statique de la
fluorescence (Chapitre 1, 1.), cela signifie qu’il se forme un complexe anion:senseur non
fluorescent (Chapitre 1, schéma 1-2). L’étape suivante a consisté à déterminer les constantes de
dissociation  (Kd)  de  clopHensor  aux  ions  chlorure  et  nitrate  à  différents  pH.  Pour  cela,  la
solution de base utilisée est la même, avec 60 mM d’ammonium sulfate et 10 mM de BTP, le
pH est ajusté à la valeur souhaitée et les ions chlorure ou nitrate sont ajoutés à la concentration
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voulue. La cinétique en présence d’ions chlorure a été effectuée à quatre pH différents, 8 ; 7,5 ;
6,8 et 6. Dans le cas du chlorure, pour chaque pH, du NaCl a été ajouté aux solutions à plusieurs
concentrations, 0 ; 10 ; 30 ; 100 et 300 mM. De même, pour la calibration des paramètres liés
aux ions nitrate, les pH étaient fixés à 8 ; 7,5 ; 7 et 6, et du NaNO3 a également été ajouté aux
concentrations 0 ; 1 ; 10 ; 30 ; 100 et 300 mM.
Les mesures de ratios anions moyens I458 / I561 ont été interpolées avec l’équation 1-7 afin
d’estimer les paramètres décrivant la dépendance du ratio anion (I458 / I561). Ces paramètres sont
essentiels pour déterminer la concentration en nitrate et chlorure (Chapitre 1, 1.2, Equations 1-
4 et 1-5). L’interpolation a donc permis d’estimer les constantes de dissociation (Kd) aux
différents pH testés et pour les deux anions étudiés, le chlorure et le nitrate. Dans le cas des ions
chlorure, les KdCl obtenus aux pH 6,8 ; 7,5 et 8 sont respectivement à 17,5 ± 0,5 ; 42 ± 10 et
148 ± 68 (Fig. 1-6, A). Alors que dans le cas des ions nitrate, aux pH 7 ; 7,5 et 8, les KdNO3 sont
estimés à des valeurs de 5,3 ± 0,8 ; 12,4 ± 0,9 et 25,6 ± 3,4 (Fig. 1-6, C). Afin de gagner en
clarté sur les graphiques, les valeurs de ratios anion obtenues à pH 6 (Fig. 1-6, A et C) n’ont
pas été ajoutées. Les KdCl et KdNO3 ont été estimés à ce pH respectivement aux valeurs 19,6 ±
2 et 5,5 ± 1.
Un autre aspect important de ces expériences est qu’elles ont permis de visualiser l’influence
des concentrations en anions sur le ratio pH. Ceci permet de déterminer si le pKa de clopHensor
est dépendant de la concentration en anions du milieu. Pour cela, le ratio pH a été calculé à
différentes concentrations de chlorure, 0 ; 10 et 30 mM, et pour les trois pH testé, 6,8 ; 7,5 et 8
(Fig. 1-6, B). Les données obtenues ont été interpolées par des droites afin d’évaluer l’influence
de la concentration en anions sur le pH. Les valeurs des pentes obtenues sont inférieures à 0,005
mM-1 pour le chlorure (Fig. 1-6, B). De même pour le nitrate à 0 ; 1 ; 10 et 30 mM, aux pH 7 ;
7,5 et 8 (Fig. 1-6, D), la corrélation linéaire de ces points donne des valeurs de pentes inférieures
à 0,005 mM-1 (Fig. 1-6, D). Signifiant ainsi que le ratio pH n’est pas influencé par la présence
de chlorure ou de nitrate.
(1-7)
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Figure 1-6. Estimation des paramètres biochimiques de clopHensor en présence d'ions
chlorure et d'ions nitrate, à différents pH. A, C. Ratios anion (I458 / I561) normalisés par
rapport à la valeur moyenne du ratio anion mesuré en condition dite sans anions, c’est-à-
dire en présence de sulfate, un anion qui n’impacte pas clopHensor. L’interpolation des
courbes a été faite selon l’équation 2-2. A. En présence de 0 ; 10 ; 30 ; 100 et 300 mM de
NaCl à trois pH, 8 ; 7,5 et 6,8. B. Ratio des intensités de fluorescence mesurées pour les
longueurs d’onde d'excitation 488 et 458 nm, au trois pH, 8 ; 7,5 et 6,8 et aux concentrations
0 ; 10 et 30 mM de NaCl. C. En présence de 0 ; 1 ; 10 ; 30 ; 100 et 300 mM de NaNO3 à trois
pH, 8 ; 7,5 et 7. D. Ratio des intensités de fluorescence mesurées pour les longueurs d’onde
d'excitation 488 et 458 nm, au trois pH, 8 ; 7,5 et 7 et aux concentrations 0 ; 1 ; 10 et 30 mM
de NaCl. B et D. Corrélation linéaire des points aux différents pH. Les barres d’erreurss
correspondent aux écarts-types des mesures moyennes sur chaque bille dans une condition.
n = 15 dans chaque condition.
La comparaison entre l’effet  du nitrate et  du chlorure sur clopHensor a été faite dans des
conditions à des valeurs proches du pH neutre 6,8 et 7 en présence de nitrate et à pH 7, le Kd
est mesuré à 5,3 ± 0,8. Tandis qu’en présence de chlorure à pH 6,8 le Kd est mesuré à 17,5 ±
0,5 (Fig. 1-7, A). Le fait que la constante de dissociation (Kd) de clopHensor pour le nitrate soit
plus faible que celle pour le chlorure signifie que le biosenseur a une affinité plus importante
pour le nitrate. La différence d’affinité pour les deux anions est également observable dans le
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décalage des courbes de calibration de la figure 1-7, A et B. Un paramètre nécessaire au calcul
des concentrations avec l’équation 1-4 et 1-5 (chapitre 1) reste à déterminer, le Kd0Anion. Ce
paramètre correspond à l’affinité de clopHensor pour les anions sous sa forme protoné, c’est-à-
dire à pH acide. Le Kd0Anion est obtenu par l’interpolation de l’équation 1-4 des valeurs de Kd
mesurées pour le nitrate (courbe rouge) et chlorure (courbe bleue) aux différents pH. Les
Kd0Anion que nous avons pu estimer pour clopHensor sont pour le Kd0Cl- = 15 ± 1 mM et Kd0NO3-
= 5 ± 1 mM.
Figure 1-7. Comparaison de la dépendance de clopHensor aux ions chlorure et nitrate. A.
Ratio normalisés (I458 / I561) normalisés par rapport à la valeur moyenne du ratio anion
mesuré en condition sans anions. En présence de 0 ; 1 ; 10 ; 30 ; 100 et 300 mM de NaCl
(bleu) ou NaNO3 (rouge) à pH 6,8 et 7. B. Représentation des Kd mesurés en présence de
nitrate (rouge) et de chlorure (bleu) en fonction du pH testé, 8 ; 7,5 ; 7 et 6. Les barres
d’erreurss correspondent aux écarts-types des mesures moyennes sur chaque bille dans une
condition. n = 15 dans chaque condition.
La double sélectivité de clopHensor peut s’avérer être un problème dans le cas de mesures
in vivo, car cela pourrait empêcher de discriminer l’information de la concentration en chlorure
et en nitrate. Par conséquent, afin de déterminer l’influence du chlorure sur la mesure de
concentration en ions nitrate, nous avons mené une expérience de compétition. Nous avons
donc utilisé une gamme à plusieurs concentrations d’ions nitrate, 0 ; 1 ; 10 ; 30 ; 100 et 300
mM, contenant toutes 30 mM d’ions chlorure, à pH 6,9 (Fig. 1-8). De l’interpolation des ratios
anion mesurés dans ces conditions, la constante de dissociation a été estimée à une valeur de
23,8 ± 5,7. Cette constante de dissociation est décalée par rapport à celles obtenues avec le
nitrate uniquement estimée à 5 ± 0,8 et aussi par rapport à la gamme chlorure, 17,5 ± 0,5. Ces
résultats indiquent qu’il y a compétition entre le chlorure et le nitrate pour le site d’interaction
des anions de l’E2GFP de clopHensor. Cette compétition entre le nitrate et le chlorure indique
que le site de fixation pour le chlorure et le nitrate est le même. D’autre part, ces données
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indiquent que, si la concentration en chlorure est suffisamment élevée par rapport à celle du
nitrate elle pourrait interférer avec la mesure de la concentration en nitrate dans les cellules.
Figure 1-8. Influence du chlorure sur les mesures du nitrate. Les courbes bleue et rouge
correspondent aux ratios anion (I458 / I561) normalisés par rapport à la valeur moyenne du
ratio anion mesuré en condition sans anions, à pH 6,8 et 7 et à différentes concentrations
respectivement de chlorure et de nitrate. La courbe noire représente les mesures des ratios
anion à pH 6,9 pour plusieurs concentrations en nitrate, 0 ; 1 ; 10 ; 30 ; 100 et 300 mM, avec
pour chacune des conditions une concentration fixe de 30 mM d’ions chlorure.
L’interpolation des courbes a été faite selon l’équation 1-7. Les barres d’erreurss
correspondent aux écarts-types des mesures moyennes sur chaque bille dans une condition.
n = 15 dans chaque condition.
3. Lignées de plantes transgéniques exprimant
clopHensor
3.1. Lignées transgéniques homozygotes stable
Afin d'utiliser clopHensor pour mesurer les flux d'anions et les variations de pH en plantes
d'Arabidopsis thaliana, l'ADN codant pour clopHensor a été cloné dans deux vecteurs
d'expression, pMDC32 et pMUBI32. Le premier vecteur présente le gène d'intérêt placé sous
le contrôle du promoteur 35S. Ce promoteur a la particularité d'être un promoteur fort mais avec
l'inconvénient d'être sensible au « silencing » au fur et à mesure des générations. Par
conséquent, l'expression du gène d'intérêt peut diminuer. L'autre vecteur, pMUBI32 permet
l'expression de clopHensor sous le contrôle du promoteur de l'ubiquitine 10. Ce promoteur est
moins fort que celui du 35S mais il n'est pas sujet au « silencing ». Les deux vecteurs permettent
une expression ubiquitaire de clopHensor dans la plante.
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Avec ces vecteurs, des lignées de plantes transgéniques ont été générées dans un fond
sauvage d'Arabidopsis thaliana de l'écotype Columbia (Col-0), selon la méthode établie par
Clough & Bent en 1998. Les lignées ont ensuite été sélectionnées, pour les deux vecteurs afin
de ne garder que celles avec une seule copie du transgène (clopHensor) et homozygotes. Seules
les plantes homozygotes des générations T3 et T4 ont été utilisées par la suite, pour les mesures
in vivo. Au fil des sélections nous avons pu observer que les plantes transgéniques avec
clopHensor sous le contrôle de pMUBI32 avaient une intensité de fluorescence suffisante. Le
choix a donc été fait de travailler seulement sur les plantes pMUBI32::clopHensor afin d'éviter
un éventuel « silencing » de l'expression de clopHensor lors de la génération de mutants knock-
out exprimant clopHensor obtenus par croisements.
3.2. Localisation subcellulaire de clopHensor dans les plantes
d’Arabidopsis thaliana
Une fois les plantes transgéniques homozygotes pour clopHensor générées et sélectionnées,
la localisation subcellulaire ainsi que le niveau de fluorescence de clopHensor ont pu être
vérifiés. Parmi les lignées de plantes transgéniques exprimant clopHensor sous le contrôle du
promoteur de l’ubiquitine 10, une a été sélectionnée, nommée par la suite H13.2 car elle
présentait une fluorescence intense adaptée à la quantification. De ces plantes, plusieurs types
cellulaires ont été imagés au microscope confocal SP8 droit, des cellules racinaires (à gauche),
un protoplaste isolé à partir de cals (au centre) et un stomate (à droite) (Fig. 1-9). Ces cellules
ont été imagées aux trois longueurs d'onde d'excitation nécessaire à l'utilisation de clopHensor
pour les mesures, à 488, 458 et 561 nm, à leur émission respectives 500-550 et 600-625 nm.
Les images mettent en évidence la présence de clopHensor au niveau du cytosol mais aussi dans
les noyaux, indiqués par des flèches (Fig. 1-9). L'expression de clopHensor apparaît comme
étant ubiquitaire, puisque présent dans les racines ainsi que dans le mésophylle. Il sera donc
possible d’effectuer des mesures de concentration et de pH dans ces différents types cellulaires.
Chapitre 1
73
Figure 1-9. Expression de clopHensor dans différents types cellulaires d’Arabidopsis
thaliana. Images prises au microscope confocal SP8 droit, les longueurs d’onde d’excitation
utilisées sont, 488, 458 et 561nm, respectivement du haut vers le bas de même pour
l’émission, récoltée entre 500-550nm et 600-625nm. De gauche à droite, zone de croissance
dans la racine, protoplaste isolé à partir de cals et un stomate. Echelle : 10 µm.
4. Obtention des paramètres biochimiques de
clopHensor in vivo
4.1. Systèmes contrôlant le pH et la concentration en ions
chlorure dans le compartiment cytosolique
Suite à la détermination des paramètres biochimiques de clopHensor liés au pH et aux anions
in vitro nous avons souhaité comprendre si  ces paramètres restaient les mêmes in vivo. Pour
réussir à calibrer in vivo clopHensor, il est nécessaire de contrôler le paramètre que l’on souhaite
mesurer dans la cellule, c’est-à-dire le pH et la concentration anionique. Deux méthodes
existent pour permettre de contrôler le pH dans le compartiment cytosolique : les ionophores
(Feijo et al. 1999) et l’acétate d’ammonium (Bassil et al., 2011; Bassil et al., 2013). En ce qui
concerne la concentration en anions dans le cytosol, un ionophore capable de transporter les
ions chlorure a été utilisé, le tributyltin chloride (Selwyn et al. 1970; Antonenko 1990).
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4.1.1. Les ionophores
Les ionophores sont des composés chimiques lipophiles capables de ce fait de s’insérer dans
des membranes de type bicouche lipidique. Ces composés, une fois dans une membrane, sont
capables de transporter des ions, pour lesquels ils sont plus ou moins sélectifs. Cette capacité à
transporter des ions à travers les membranes peut être utilisée pour modifier leur concentration
dans le compartiment cytosolique d’une cellule.
Dans le cas de clopHensor, il est important de contrôler d’une part le pH et d’autre part la
concentration en anions, dans le compartiment intracellulaire. Le contrôle du pH intracellulaire
se fait avec la combinaison de deux ionophores, la nigéricine qui est utilisée à 5 µM et la
valinomycine à 2 µM (Feijo et al. 1999). La nigéricine fonctionne comme un échangeur K+:H+
et permet ainsi de tamponner le pH, tandis que la valinomycine est un canal potassique qui sert
principalement à « briser » le potentiel membranaire afin d’éliminer la composante électrique
du gradient électrochimique (Introduction, 1., Equation I-1). Un autre ionophore a également
été testé, le carbonyl cyanide m-chlorophényl hydrazone (CCCP) utilisé à 5 µM, qui fonctionne
comme un protonophore permettant ainsi de fixer le pH cytosolique en fonction du pH de la
solution dans laquelle sont incubées les cellules isolées. En ce qui concerne le contrôle de la
concentration intracellulaire en anions, un seul ionophore a été utilisé, le tributyltin chloride
(TBT) à une concentration de 20 µM (Selwyn et al. 1970; Antonenko 1990). Cet ionophore
fonctionne comme un échangeur Cl-:OH-, pouvant également avoir un effet sur le pH (Schéma
2-2) (Antonenko 1990).
Comme représentés sur le schéma 2-2, ces ionophores sont en théorie insérés à la membrane
plasmique et probablement aussi à la membrane vacuolaire. Le schéma 1-4 représente les flux
d’anions et de protons théorique pour une solution extracellulaire dont le pH est fixé à 8,5 et
composée de 200 mM de potassium de gluconate ; 10 mM BTP/MES ; 0,1 mM CaOH ; 0,1
mM MgSO4 ; dont l’osmolarité est ajustée à 600 mosmol avec du sorbitol et en présence des
ionophores. Dans ces conditions, la valinomycine fait entrer massivement du potassium
éliminant ainsi la composante électrique du gradient électrochimique. La nigéricine, échange
des protons (H+) provenant du cytosol contre des ions potassium (K+) présents en excès dans la
solution  extracellulaire,  ce  qui  a  pour  conséquence  l’alcalinisation  du  cytosol.  Tandis  que  le
TBT induit la sortie des ions chlorure (Cl-) qui sont présents dans le cytosol en échange d’ions
hydroxyde (OH-) présents dans la solution extracellulaire.
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Schéma 1-4. Principe de fonctionnement des ionophores sur un protoplaste. Cas d’une
solution extracellulaire tamponnée avec 10 mM BTP à pH 8,5 avec 200 mM de potassium,
sans ions chlorure, contenant les ionophores. La nigéricine (en orange) est un échangeur
K+:H+, la valinomycine (en rouge) est un canal potassique et le tributyltin chloride (TBT, en
bleu) est un échangeur Cl-: OH-.
4.1.2. L’acétate d’ammonium
Une autre méthode permettant de contrôler le pH cytosolique consiste à utiliser un composé
chimique, l’acétate d’ammonium, constitué d’une base et d’un acide faible (Bassil et al., 2011;
Bassil et al., 2013). Chacun de ces composés suit une réaction acido-basique dont les formes
apolaires respectives sont capables de traverser la membrane plasmique (Equation 1-8).
Le pH étant tamponné dans la solution correspondant au milieu extracellulaire, en fonction
du pH choisi, les formes apolaires d’ammoniaque (NH3) ou d’acide acétique (CH3COOH)
seront ainsi présentes dans une certaine proportion et passeront alors dans le cytosol. Par
conséquent, un équilibre sera atteint entre le milieu interne (cytosol) et le milieu externe.
(1-8)
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Schéma 1-5. Principe de contrôle du pH cytosolique en présence d’acétate d’ammonium.
Réactions acido-basique de l’ammonium (NH4+) / ammoniaque (NH3) et de l’acide acétique
(CH3COOH) / acétate (CH3COO-) au niveau d’un protoplaste dans le cas d’une solution
extracellulaire tamponnée à pH 8,5 avec 50 mM d’ammonium acétate, 10 mM de Bis Tris
Propane (BTP) et sans ions chlorure. Les formes apolaires capables de traverser la
membrane plasmique sont encadrées par des pointillés suivis d’une flèche, la forme
prépondérante (NH3) dans une solution basique est symbolisée par l’épaisseur du trait.
4.2. Mesure des paramètres biochimiques de clopHensor liés
au pH in vivo
Les paramètres biochimiques de clopHensor liés au pH ayant été déterminés in vitro, il
semblait nécessaire de vérifier in vivo, dans les cellules végétales si ces paramètres
biochimiques restent similaires et inchangés. Ces mesures ont été effectuées dans le
compartiment cytosolique de protoplastes isolés à partir de cals. Les cals sont des amas de
cellules végétales qui présentent une croissance désorganisée. Ces cellules ont la propriété
d’être totipotentes, c’est-à-dire indifférenciées, une seule cellule peut en effet générer une
plante. Dans le cadre de ce travail, l’intérêt principal de ces cals est de présenter un système de
culture simple avec une méthode simple d’extraction des protoplastes pour l’imagerie. Un autre
avantage est qu’une seule graine suffit à générer une cal que l’on peut ensuite multiplier
indéfiniment. Seules des graines de plantes homozygotes pour l’expression de clopHensor des
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générations T3 et T4 ont été semées afin de développer des cals dans l’objectif de les utiliser
pour les mesures in vivo.
Les deux ionophores pouvant tamponner le pH intracellulaire, nigéricine et CCCP, ont été
testés, dans l’optique de choisir le plus efficace dans le contrôle du pH cytosolique. Les mesures
des ratios pH ont été effectuées à trois pH différents, 5,5 ; 7 et 8,5. Les solutions contiennent,
200 mM de potassium gluconate ; 100 mM chlorure de potassium (KCl) ; 10 mM BTP/MES ;
0,1 mM CaOH ; 0,1 mM MgSO4 ; les solutions sont toutes ajustées à une osmolarité de 600
mosmol avec du sorbitol. Les pH sont ajustés soit avec du NaOH soit avec de l’acide sulfurique
selon le pH voulu. Les ionophores, nigéricine (5 µM) ou le CCCP (5 µM), la valinomycine (2
µM) et le TBT (20 µM) sont ajoutés juste avant que les protoplastes soient imagés.
L’interpolation des mesures de ratio pH en présence de CCCP se superpose parfaitement à
celle obtenue en présence de nigéricine (Fig. 1-10, A). Ces résultats ne montrent aucun effet,
que ce soit du CCCP ou de la nigéricine sur le pH intracellulaire (Fig. 1-10, A). La comparaison
des ratio pH des protoplastes en présence de CCCP ou de nigéricine dans la condition à pH 7,
ne montre aucune différence significative (T-test p 0,188) (Fig. 1-10, B). Par conséquent, les
ionophores ne semblent pas fonctionner dans les cellules végétales. Une explication possible
viendrait de la présence de la vacuole dans laquelle les ionophores pourraient s’insérer (Schéma
1-4).
Figure 1-10. Comparaison de deux ionophores, CCCP et nigéricine sur leur efficacité à
tamponner le pH cytosolique. A et B. Ratio pH des intensités détectées aux longueurs
d’onde d’excitation 488 et 458 nm dans des solutions contenant 200 mM de potassium
gluconate ; 100 mM KCl ; 10 mM BTP/MES ; 0,1 mM CaOH ; 0,1 mM MgSO4 ; les solutions
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sont ajustées à une osmolarité de 600 mosmol avec du sorbitol. Le pH selon les pH testés 5,5
; 7 ; 8,5. A. Gamme pH pour le CCCP et la nigéricine (entre n= 12 et 21). B. Comparaison du
CCCP et de la nigéricine à pH 7, respectivement n = 12 et 13. t-test, p = 0.19, non significatif
(ns). Les barres d’erreurss représentent les écarts-types des mesures moyennes de chaque
protoplastes dans une condition. L’interpolation de la courbe a été faite selon l’équation 2-1.
Les ionophores s’étant montrés inefficaces pour contrôler le pH cytosolique, un autre
système a été utilisé afin de tamponner le pH dans le compartiment cytosolique (Chapitre 2,
partie  1.3.1.2.).  Ainsi,  le  système  utilisant  l’acétate  d’ammonium  a  été  comparé  à  celui  des
ionophores afin de déterminer le système le plus efficace. Les mesures des ratios pH ont été
effectuées à trois pH différents, 5,5 ; 7 et 8,5, avec des solutions contenant, 50 mM d’acétate
d’ammonium ; 10 mM BTP/MES ; 0,1 mM CaOH ; 0,1 mM MgSO4 ; et 20 µM de TBT, les
solutions sont toutes ajustées à une osmolarité de 600 mosmol avec du sorbitol. Les pH sont
ajustés soit avec du NaOH soit avec de l’acide sulfurique au pH voulu, 8,5 ; 6,9 et 5,5.
Les cartes ratiométriques des ratios pH ont été obtenues par le ratio des images résultant de
l’excitation aux longueurs d’onde 488 et 458 nm (image calculator dans imagej). La LUT
choisie représente les valeurs des ratios pH par des couleurs. Les ratios pH aux valeurs faibles,
correspondent aux pH acides et sont symbolisés en rouge (Fig. 2-9, G). Le jaune représente les
valeurs de ratio intermédiaires, correspondant à des pH proches de la physiologie (Fig. 2-9, G).
Les ratios pH élevés, correspondant aux pH basiques sont représentés en bleu (Fig. 2-9, G). Les
images des ratios pH dans les conditions avec ionophores montrent très peu de différence entre
les trois pH testés, 5,5 (Fig. 1-11, A) ; 6,9 (Fig. 1-11, B) et 8,5 (Fig. 1-11, C). Cela se corrèle
avec la figure 1-10, A. Il n’est pas possible de discriminer les ratios pH mesurés dans le cytosol
des protoplastes de cals en présence des ionophores à pH 6,9 et 8,5 (Fig. 1-11, A, B et C). Ce
qui est d’autant plus clair sur l’histogramme de distribution dont les ratios pH se superposent
aux trois conditions de pH testés (Fig. 1-11, H). En revanche, dans les conditions avec de
l’acétate d’ammonium, les images sont clairement différentes, avec trois couleurs de LUT bien
distinctes en fonction du pH testé, 5,5 (Fig. 1-11, D) ; 6,8 (Fig. 1-11, E) et 8,5 (Fig. 1-11, F).
L’histogramme des conditions en présence d’acétate d’ammonium, montre également que les
ratios pH sont groupés en trois populations bien distinctes (Fig. 1-11, I).
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Figure 1-11. Comparaison entre les systèmes, avec ionophores et acétate d’ammonium,
permettant de fixer le pH cytosolique. De A à F. Cartes ratiométriques de protoplastes de
cals obtenues par le calcul des ratios pH (I 488 / I 458). Barre d’échelle : 10 µm. A, B et C.
Images obtenues dans les conditions en présence des ionophores, 5 µM nigéricine ; 5 µM
valinomycine et 20 µM TBT. D, E et F. Images obtenues dans les conditions en présence
d’ammonium acétate (50 mM). Ces images ont été calculées pour différents pH, 5,5 (A et D)
; 6,9 (B) ; 6,8 (E) et 8,5 (C et F). G. Représentation de la gamme de couleur symbolisant les
valeurs de ratio H et I. Histogrammes de distribution avec les ionophores, entre n = 44 et 130
(H) ou avec de l’acétate d’ammonium, entre n = 21 et 70 (I) et ce à des pH différents, 5,5 ;
6,9/6,8 et 8,5. Dans le cas des ionophores, les solutions contiennent, 200 mM de potassium
de gluconate ; 10mM BTP/MES ; 0,1 mM CaOH ; 0,1 mM MgSO4. Les ionophores nigéricine (5
µM), valinomycine (2 µM) et TBT (20 µM) sont ajoutés. Les conditions avec de l’acétate
d’ammonium contiennent, 50 mM d’ammonium acétate ; 10 mM BTP/MES ; 0,1 mM CaOH ;
0,1 mM MgSO4. Toutes les solutions sont ajustées à une osmolarité de 600 mosmol avec du
sorbitol et le pH voulu est obtenu par l’ajout de NaOH ou d’acide sulfurique.
De ces résultats, il apparait que les ionophores semblent inefficaces ou très peu efficaces
dans un système biologique tel que les cals. Tandis que l’acétate d’ammonium, constitué d’un
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acide et d’une base faible, permet de tamponner de manière bien plus efficace le pH dans le
compartiment cytosolique. Les mesures du pKa et des valeurs Racide et Rbasique de clopHensor
ont été estimées par la suite avec le système utilisant l’acétate d’ammonium. L’estimation de
des paramètres biochimiques de clopHensor liés au pH in vivo permet de vérifier si le
biosenseur fonctionne in vivo avec des valeurs similaires qu’in vitro. Toutes les solutions sont
composées de 50 mM d’acétate d’ammonium; 10 mM BTP/MES ; 0,1 mM CaOH ; 0,1 mM
MgSO4 ; et 20 µM de TBT, les solutions sont toutes ajustées à une osmolarité de 600 mosmol
avec du sorbitol. Les pH sont ajustés soit avec du NaOH soit avec de l’acide sulfurique au pH
voulu, 5,5 ; 6 ; 6,6 ; 6,9 ; 7,35 ; 8,5 et 8,85.
L’interpolation des données obtenues in vivo permet d’estimer des paramètres pH qui sont
très proches de ceux mesurés in vitro sur billes de sépharose. Le pKa tend en effet vers un pH
légèrement plus acide, 6,6 ± 0,1 (Fig. 1-12). Alors que les valeurs des états protonés (Racide) et
déprotonés (Rbasique) de clopHensor sont respectivement de 0,2 ± 0,1 et 4,8 ± 0,1 (Fig. 1-12) soit
quasiment identiques à celles mesurées sur les billes. Ces différences sont vraisemblablement
dues à la différence de système de mesure.
Figure 1-12. Identification in vivo des paramètres biochimiques de clopHensor liés au pH.
Ratio pH des mesures d’intensités détectées dans le cytosol des protoplastes de cals (entre n
= 10 et n = 60) pour les longueurs d’onde d’excitation 488 et 458 nm dans des solutions
contenant 50 mM d’ammonium acétate ; 10 mM BTP/MES ; 0,1 mM CaOH ; 0,1 mM MgSO4.
Toutes les solutions sont ajustées à une osmolarité de 600 mosmol avec du sorbitol et le pH
voulu est obtenu par l’ajout de NaOH ou d’acide sulfurique (5,5 ; 6 ; 6,6 ; 6,9 ; 7,35 ; 8,5 ;
8,85). Les barres d’erreurss représentent les écarts-types des mesures moyennes de chaque
protoplaste dans une condition. L’interpolation de la courbe a été faite selon l’équation 1-6.
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4.3. Mesure des paramètres biochimiques de clopHensor liés
aux anion in vivo
Les paramètres biochimiques de clopHensor liés au pH ayant été établis in vivo, nous avons
souhaité essayer de déterminer ceux relatifs aux anions. Concernant ces mesures, elles ont été
tentées avec un ionophore, le TBT, un échangeur chlorure / hydroxyde (Cl-:OH-) (Selwyn et al.
1970; Antonenko 1990). Le TBT est également capable de transporter des ions iodure (I-),
bromure (Br-) et fluorure (F-) selon la séquence de sélectivité, I- > Br- > Cl- > F- (Selwyn et al.
1970; Antonenko 1990). Toutefois, sa sélectivité pour les ions nitrate est inconnue. Nous avons
donc tenté d’utiliser cet ionophore pour contrôler la concentration en ions chlorure dans le
compartiment intracellulaire (Schéma 1-4 et 1-5). Premièrement, nous avons testé différentes
concentrations  de  TBT  afin  de  déterminer  celle  pour  laquelle  un  effet  sur  le  ratio  anion  est
détectable. Les mesures ont été effectuées dans des solutions contenant 200 mM de potassium
gluconate ; 0,1 mM CaOH ; 0,1 mM MgSO4 ; 10 mM BTP ; 5 µM nigéricine ; 2 µM
valinomycine. Le pH est ajusté à une valeur de 6,9 en ajoutant de l’acide sulfurique, et
l’osmolarité est fixée à 600 mosmol avec sorbitol. Le TBT est ajouté à la solution à trois
concentrations différentes, 0 ; 20 et 40 µM. Une concentration de 100 µM de TBT a également
été testée, toutefois le taux de mortalité des protoplastes à cette concentration était trop élevée
pour effectuer des mesures.
Le calcul des ratios anions dans ces différentes conditions montre qu’en l’absence de TBT
le ratio anion, d’une valeur de 0,27 ± 0,05 est significativement (t test, p 0,0034) plus élevé
qu’en présence de TBT (Fig. 1-13). En effet, pour des concentrations de 20 et 40 µM de TBT,
les ratios anion mesurés sont respectivement de 0,23 ± 0,02 et 0,23 ± 0,04 alors que sans TBT
la valeur du ratio anion et de 0,27 ± 0,05 (Fig. 1-13). D’autre part, ces résultats montrent que
les ratios anions à 20 ou 40 µM ne sont pas significativement différents (t test, p 0,395) (Fig. 1-
13).  Pour  la  suite  des  expériences,  la  concentration  en  TBT  a  été  choisie  à  20  µM  car  elle
présente une mortalité des protoplastes plus faible.
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Figure 1-13. Concentration en TBT nécessaire pour mesurer un effet sur la concentration
cytosolique en ions chlorure. Ratio anion (I458 / I561) moyen des intensités de fluorescence
mesurées pour les longueurs d’onde d'excitation 458 et 561 nm. Chaque point représente le
ratio moyen d'un protoplaste (entre n=14 et 15 pour chaque condition). Les conditions en
absence d’ions chlorure contiennent toutes 200 mM de potassium gluconate ; 0,1 mM
CaOH ; 0,1 mM MgSO4 ; 10 mM BTP ; 5 µM nigéricine ; 2 µM valinomycine. Le pH est fixé
pour toutes les conditions à 6,9, de même pour l’osmolarité, fixée à 600 mosmol avec du
sorbitol. Le TBT est ajouté à 20 µM et 40 µM. t-test : **, p 0,034 ; ns p 0,395. Les barres
d’erreurss correspondent aux écarts-types des mesures moyennes de chaque protoplaste
dans une condition.
L’étape suivante de ce travail a consisté à comprendre si l’utilisation du TBT permet de
contrôler la concentration en chlorure/nitrate dans le cytosol. Nous avons donc utilisé les mêmes
solutions que celles utilisées pour la figure 1-11 auxquelles du chlorure est ajouté à 30 et 100
mM,  sous  forme  de  KCl.  Concernant  les  ionophores,  ils  sont  également  tous  présents,  la
nigéricine (5 µM), la valinomycine (2 µM) et le TBT (20 µM), qui est ajouté ou pas afin de
contrôler son efficacité. Les valeurs de ratios anions mesurées en présence et en absence de
TBT sont très similaires (Fig. 1-14, A). La comparaison des conditions avec 100 mM d’ions
chlorure, avec et sans TBT, ne montre aucune différence significative (t test, p 0,453) (Fig. 1-
14, B). Ces résultats montrent que le TBT n’est pas efficace dans notre système biologique pour
manipuler la concentration en anions des cellules d’Arabidopsis thaliana.  Il  nous a donc été
impossible d’obtenir les paramètres biochimiques de clopHensor liés aux anions in vivo avec
ce système. Toutefois, il reste un paramètre essentiel à déterminer in vivo, le paramètre R0,
c’est-à-dire la valeur du ratio anion en absence d’ions chlorure et nitrate. Une autre stratégie
illustrée par la suite a été développée afin de mesurer ce paramètre R0 nécessaire au calcul de
la concentration en anion (Chapitre 1, équation 1-5).
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Figure 1-14. Mesures des ratios anions de clopHensor à différentes concentrations de
chlorure, en présence et en absence de TBT. A et B. Ratio moyen des intensités de
fluorescence mesurées pour les longueurs d’onde d'excitation 458 et 561 nm, pour trois
concentrations d’ions chlorure, 0 mM ; 30 mM et 100 mM, en présence (courbe continue) et
en absence de TBT (courbe discontinue). Chaque point représente le ratio moyen d'un
protoplaste (entre n=14 et 15 pour chaque condition). B. t-test : **, p 0,034 ; ns p 0,395. Les
barres d’erreurss sont les écarts-types des mesures moyennes sur chaque protoplaste dans
une condition. Les conditions contiennent toutes 200 mM de potassium gluconate ; 0,1 mM
CaOH ; 0,1 mM MgSO4 ; 10 mM BTP ; 5 µM nigéricine ; 2 µM valinomycine ; 20 µM TBT. Le
pH est fixé pour toutes les conditions à 7, de même pour l’osmolarité, ajustée à 600 mosmol
avec du sorbitol.
5. Mesure des flux de nitrate et variations de pH
cytosolique dans les stomates de plantes cultivées in
vitro
5.1. Les cellules de gardes comme système de mesure de flux
d’ions et du pH cytosolique in vivo
Les flux d’anions et de protons au travers des membranes plasmique et vacuolaire sont des
acteurs importants dans de multiples fonctions physiologiques des cellules végétales,
notamment lors de l’ouverture et de la fermeture des stomates en régulant l’état de turgescence
des cellules de garde. En effet, une entrée ou une sortie d’anions et de cations (principalement
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potassium, chlorure, malate et nitrate) sont la base de la régulation de la turgescence des cellules
de garde et donc du mécanisme d’ouverture et de fermeture des stomates (Macrobbie, 1998;
Roelfsema and Prins, 1997; Roelfsema and Hedrich, 2005; Kim et al., 2010). Les cellules de
garde sont de ce fait un modèle de choix pour l’étude in vivo des flux d’ions, dans notre cas
nitrate, chlorure et protons. Une première étape dans l’utilisation des cellules de garde comme
modèle pour mesurer les concentrations de nitrate et de variations de pH avec clopHensor est
de s’assurer de la stabilité de la fluorescence au cours du temps dans ce modèle cellulaire. Dans
le cadre d’une quantification ratiométrique de la fluorescence, il est important de comprendre
quel est le niveau de stabilité des intensités de fluorescence au cours du temps. Nous avons
donc imagé des cellules de garde toutes les 20 minutes pendant 70 minutes, dans une solution
identique à celle du milieu de culture sans nitrate et chlorure, 0 NO3- et 0 Cl-. La figure 1-15
montre que les intensités de fluorescence détectées après excitation à 458, 488 et 561 nm sont
stables au cours du temps (Fig. 1-15, A, B et C). Ceci indique que dans le système cellulaire
des cellules de garde, clopHensor n’est pas affecté par le « photobleaching ». La stabilité des
intensités se retrouve dans les ratio anions et pH stables dans le temps (Fig. 1-15, D et E). Les
histogrammes de distribution des voxels suivant une distribution gaussienne montrent
l’homogénéité des valeurs de ratio anion et pH, comme cela est également visible sur les cartes
ratiométriques des stomates. (Fig. 1-15, F et G). Ces résultats indiquent qu’il est donc possible
de mener des expériences sur des stomates exprimant clopHensor se déroulant sur plusieurs
dizaines de minutes voire quelques heures.
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Figure 1-15. Vérification de la stabilité des intensités de fluorescence détectée aux trois
longueurs d’onde d’excitation, 561, 488 et 458 nm. A, B et C. Valeurs moyennes des
intensités mesurées durant la séquence temporelle d’acquisition (n = 10), aux longueurs
d’onde d’excitation 561 (A), 458 (B) et 488 nm (C). Les barres d’erreurs correspondent aux
écarts-types. D et E. Ratio des intensités moyennes mesurées aux longueurs d’onde
d’excitation 458 et 561 nm (D) et à 488 et 458 nm (E) pour une séquence temporelle
d’acquisition dans la solution 0 NO3-. F et G. Histogrammes de distribution obtenus à partir
des cartes ratiométriques obtenus avec les ratios anion (I458 / I561) (F) et pH (I488 / I458) (G),
dans la solution 0 NO3- (échelle : 5 µm). Les histogrammes des valeurs des ratios ont été
interpolés avec une gaussienne, lignes pleines.
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5.1.1. Mise au point d’un système de perfusion pour
cellules de garde
L’avantage d’un système d’étude in vivo sur des cellules de garde est de pouvoir appliquer
différents stimuli aux cellules afin de pouvoir mesurer les flux d’anions (nitrate) et de protons
qui en résultent. Nous avons donc appliqué des stimuli à des stomates en effectuant une série
d’échanges de solutions à différentes concentrations d’ions nitrate. Pour effectuer les
expériences que nous souhaitions pour l'étude des flux de nitrate et des variations de pH dans
les cellules de garde nous devions pouvoir effectuer les mesures dans plusieurs conditions avec
une résolution temporelle. Nous avons donc mis au point un système de perfusion qui nous
permet d'effectuer des mesures de fluorescence sur des cellules de garde qui peuvent être suivies
lors des échanges de solutions effectués tout au long de l’expérience.
Nous avons construit un système de perfusion adapté au microscope confocal droit à notre
disposition. Ce système est constitué d’une cuve de perfusion formée de morceaux de lamelles
de forme rectangulaire fixées sur une lame de microscope. La lamelle sur laquelle est fixé
l’épiderme avec les stomates est placée par-dessus la cuve de manière à en laisser libre une
partie au niveau des deux bords. De cette façon, le système dispose de deux « réservoirs » de
solution. Au niveau d’un des « réservoirs » on ajoute la solution qui sera perfusée et par
capillarité, grâce à l’aspiration de la solution au niveau de l’autre « réservoir », il est possible
d’échanger le milieu au contact des stomates (Fig. 1-16, A). La cuve ainsi formée peut contenir
un volume compris entre 100 et 150 µl, permettant ainsi d’échanger rapidement les solutions
durant une série d’acquisitions (Fig. 1-16, A). L’efflux de la solution s’effectue au moyen d’un
capillaire fixé sur la platine du microscope et placé en contact avec la solution présente dans la
cuve qui permet d’aspirer la solution en excédent (Fig. 1-16, A et B). Dans la pratique, nous
ajoutons une solution au goutte-à-goutte à l’aide d’une pipette dans un « réservoir » réservé à
l’influx (Fig. 1-16, A). En parallèle, une aspiration est appliquée à l’autre « réservoir » au
travers d’un capillaire connecté à un tuyau et d’une seringue, afin de retirer la solution présente
dans la cuve (Fig. 1-16, A et B) et de la substituer avec une nouvelle solution d’intérêt (Fig. 1-
16, A et B). Au début de la manipulation nous avons choisi 3 ou 4 stomates qui sont ensuite
imagés plusieurs fois au cours du temps dans chacune des solutions d’incubation. L’ensemble
des images acquises au cours du temps constituent ce qui est nommé par la suite une séquence
temporelle d’acquisition.
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Figure 1-16. Système de perfusion permettant l’échange de milieu en contact des cellules
de garde et l’acquisition d’images de fluorescence lors d’une séquence temporelle
d’acquisition. A. Modèle de lame de microscope sur laquelle sont collées des lamelles de
microscope pour former une cuve (en bleue) et contenant une solution test. La lamelle avec
l’épiderme est placée de telle sorte à laisser deux bordures de la cuve libre. De part et
d’autre sont installés, un système d’influx et d’efflux permettant la perfusion des différentes
solutions testées. Aux deux extrémités de la cuve sont installés un système d’influx et
d’efflux permettant l’échange de solutions tests. B. Image du système de perfusion
comprenant le capillaire installé sur le microscope confocal Leica SP8 droit et en contact
avec la solution de la cuve. Ce capillaire constitue le système d’efflux de la solution test
contenue dans la cuve.
Dans un premier temps, nous avons mené des expériences afin de tester l’efficacité de notre
système de perfusion à échanger les solutions tests et afin d’estimer les paramètres
biochimiques de clopHensor liés au pH (pKa, et Racide et Rbasique) dans ce système in vivo. Nous
avons donc mesuré les ratios pH dans le compartiment cytosolique des cellules de garde durant
la perfusion de différentes solutions d’acétate d’ammonium à différents pH (5 ; 5,5 ; 6,5 ; 7 ;
8,5 et 9) pour tamponner le pH cytosolique (Fig. 1-12). Cette expérience de perfusion a été faite
sur des épidermes de plantules d’Arabidopsis thaliana ayant été cultivées sur un milieu de
culture contenant du sulfate comme principal anion, 12 µM d’ions chlorure et sans nitrate qui
est remplacé par de la glutamine servant de source azotée. Les solutions tests contiennent toutes
50 mM d’acétate d’ammonium ; 0,1 mM MgSO4 ; 0,1 mM CaOH ; 10 mM de BTP ou MES ou
acide citrique selon le pH testé, toutes sont ajustées à 600 mosmol avec du sorbitol. La lame est
montée dans une première condition, à un pH donné, des cellules de garde sont alors imagées
et leur position est enregistrée afin de les imager dans la condition suivante et ainsi de suite
(Fig. 1-17, A).
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Les valeurs des ratios pH (I488 / I458) calculés voxels par voxels sur les stomates montrent
pour les trois pH 5,5 ; 6,5 et 7,5 une répartition homogène des valeurs de ratio pH dans le
cytosol (Fig. 2-15, B). Signifiant ainsi que le pH est tamponné de manière homogène dans le
compartiment cytosolique. L’interpolation des valeurs des ratios pH calculées aux différents
pH avec l’équation 1-6 permet d’estimer une valeur de pKa à 6,9 ± 0,1 et des valeurs 4,9 ± 0,2
et 0,5 ± 0,1 respectivement pour les paramètres Rbasique et Racide (Fig. 1-17, C). Les résultats de
cette interpolation coïncident avec ceux estimés avec le système billes de sépharose. En effet,
le pKa et le Rbasique sont identiques, seul le Racide diffère (Fig. 1-17, C et Fig. 1-4). Sur les billes,
il était estimé à 0,1 ± 0,2 (Fig. 1-4). Dans le système de mesure des cals, les valeurs estimées
pour Rbasique et Racide, respectivement de 4,8 ± 0,1 et 0,2 ± 0,1 (Fig. 2-10) coïncident également
avec  les  deux  autres  systèmes  de  mesures.  Toutefois,  le  pKa  est  estimé  à  6,6  ±  0,1  dans  le
système de mesure des cals (Fig. 1-12) soit légèrement plus acide que dans les deux autres
systèmes de mesures. Par la suite, ce sont les valeurs de pKa, Racide et Rbasique estimées dans les
cellules de garde que nous avons choisi de retenir pour les calculs des valeurs pH
expérimentales. Nous avons fait ce choix car l’utilisation des paramètres obtenus dans le même
système expérimental in vivo est selon nous, lorsque possible, préférable.
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Figure 1-17. Validation du système de perfusion et estimation des caractéristiques
biochimiques de clopHensor liées au pH in vivo. Le modèle expérimental constitué des
cellules de garde de plantes exprimant clopHensor. A. Schéma représentant l’échange
séquentiel de solution suivi de l’acquisition des images. B. Cartes ratiométriques I488 / I458
calculées pour un même stomate à trois pH différents (5,5 ; 6,5 et 7,5). C. Ratio pH (I488 / I458)
à différents pH (cercles rouges, n = 5-11). Chaque point est calculé à partir de la valeur
moyenne de chaque stomate. Le tracé rouge représente l’interpolation des données
obtenues avec les cellules de garde selon l’équation 1-6. Le tracé noir représente
l’interpolation des données obtenues avec le système billes de sépharose (Fig. 1-4). Les
solutions utilisées contiennent toutes 50 mM d’ammonium acétate ; 0,1 mM MgSO4 ; 0,1
mM CaOH ; 10 mM BTP (pour les pH 7 ; 8,5 et 9) ou MES (pour les pH 5,5 et 6,5) ou acide
citrique (pour les 5), le pH est ainsi ajusté avec de l’acide sulfurique ou du KOH aux différents
pH testés (5 ; 5,5 ; 6,5 ; 7 ; 8,5 et 9) et dont l’osmolarité est fixée à 600 mosmol avec du
sorbitol. Les barres d’erreurss représentent l’écart-type.
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5.1.2. Estimation du paramètre manquant : R0,
correspondant au ratio anion (I458 / I561) en absence
d’anions
Le calcul de la concentration en anions dans les cellules de garde s’effectue avec l’équation
1-5. Cette équation montre que pour estimer la concentration extracellulaire il est essentiel de
connaitre le paramètre R0 c’est-à-dire le ratio anion I458 / I561 en absence de nitrate et chlorure
dans le milieu. La valeur du R0 n'avait pu être déterminée sur les billes du fait de la variabilité
de cette valeur pour différentes extractions de la protéine recombinante clopHensor (résultats
non présentés). De même, cette valeur n’a pu être estimée dans les protoplastes de cals car il
était impossible de contrôler la concentration en anions dans le compartiment cytosolique des
protoplastes de cals. Nous avons donc développé une nouvelle stratégie pour tenter d’estimer
le paramètre R0 qui a consisté à cultiver in vitro des plantules sur un milieu sans nitrate avec
seulement 12 µM de chlorure, dont l’anion majoritaire est le sulfate (2 mM) et la source d’azote
la glutamine.
Toutefois, l’estimation de la valeur R0 nécessite d’effectuer les mesures sur des cellules
dépourvues de nitrate et de chlorure ou tout du moins à une concentration inférieure au seuil de
détection de clopHensor. Nous avons estimé ce seuil de détection à une valeur de 1 mM pour
les ions nitrate et de 5 mM pour les ions chlorure à partir des résultats obtenus avec le système
billes de sépharose (Fig. 1-6). Une première étape consiste donc à vérifier la concentration de
nitrate et chlorure dans les plantes poussant sur un milieu privé de nitrate. A cette fin, nous
avons effectué des dosages colorimétriques de nitrate et chlorure sur des plantules d’âges
différents, 5 (n = 3), 8 (n = 3) et 14 (n = 5) jours après germination ayant poussé sur le milieu
0 NO3-. Pour chacun de ces dosages nous avons utilisé entre 20 et 60 plantules. Concernant le
chlorure nous avons utilisé un dosage colorimétrique adapté de Munns et al. 2010 qui consiste
en la formation de chlorure de mercure à partir de thiocyanate de mercure. Les dosages d’ions
chlorure  (résultat  non  présenté),  montre  que  dans  les  plantules  âgées  de  8  jours  la  teneur  en
chlorure était à la limite de détection du protocole de mesure indiquant que la concentration en
chlorure  est  inférieure  à  1  mM  (n  =  3)  ce  qui  est  bien  en  dessous  du  seuil  de  détection  de
clopHensor. Le dosage colorimétrique permettant de doser le nitrate dans les plantes est adapté
de Miranda et al. 2001 et consiste en la réduction du nitrate en nitrite par du vanadium. Nos
données montrent que 5 jours après germination, la concentration en ions nitrate mesurée dans
les plantules est de 2,7 ± 0,3 mM (Fig. 1-18, A). A 8 jours après germination la concentration
dans les plantules descend à une valeur de 0,9 ± 0,4 mM (Fig. 1-18, A). Enfin les plantules
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âgées de 14 jours présentent une concentration de 0,59 ± 0,11 mM (Fig. 1-18, A). Nos données
montrent que 14 jours sont nécessaires pour que la concentration en nitrate dans les plantules
soit suffisamment faible, pour ne pas être détectée par clopHensor dont le seuil de sensibilité se
situe à 1 mM (Fig. 1-18, A). L’estimation de la valeur R0 a donc été déterminée sur des cellules
de garde de plantules âgées de 14 jours et ayant poussé sur le milieu 0 NO3-. La valeur de R0
ainsi obtenue est de 0,50 ± 0,08 (n = 64). Les données montrent que les valeurs que nous avons
déterminé dans différents stomates sont globalement similaires entre les stomates. Cette valeur
est utilisée dans le cas où le R0 intrinsèque des cellules ne peut être déterminé, comme lors de
mesures sur cellules de plantes ayant poussé sur du terreau en serre et dont la concentration en
ions nitrate ou chlorure ne peut être contrôlée.
Figure 1-18. Estimation de la valeur du ratio anion, en absence d’anion (R0) sur plantes
exprimant clopHensor dans un fond Col-0. A. Mesure des concentrations en nitrate par
dosage colorimétrique dans les plantules d’âges différents 5 (n=3), 8 (n=3) et 14 jours (n=5)
ayant poussé sur un milieu 0 NO3-. Les barres d’erreurss correspondent aux écarts-types. B.
Ratio des intensités de fluorescence mesurées aux longueurs d’onde d’excitation 458 et 561
nm. Les barres correspondent à la moyenne et aux écarts-types.
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5.2. Quantification ratiométrique de la fluorescence de
clopHensor de la concentration en nitrate et du pH
cytosolique après perfusion de solutions à différentes
concentrations de nitrate
5.2.1. Principe du système d’acquisition séquentielle de la
fluorescence dans les stomates
Dès le début de l’expérience, quatre stomates (8 cellules de garde) sont identifiés et leur
coordonnées x et y sur la lame sont notées. Une fois identifiées, les images de ces stomates sont
acquises de manière séquentielle en gardant l’ordre de départ (Schéma 1-6). Ce cycle
d’acquisition est maintenu durant toute la durée de l’expérience, nommée par la suite séquence
temporelle d’acquisition (Schéma 1-6). Lorsque les stomates sont identifiés et que quatre cycles
d’acquisition sont effectués dans la condition de départ, un premier échange de solution peut
avoir lieu et le cycle d’acquisition recommence et ainsi de suite. Pour la suite des expériences
présentées, la première condition est toujours celle en présence de la solution 0 NO3-, l’intérêt
d’utiliser cette condition est qu’elle permet d’estimer la valeur R0 intrinsèque aux cellules de
garde de chaque stomate imagé. La valeur R0 de  chaque  stomate  est  calculée  à  partir  de  la
moyenne des premiers ratios anions mesurés aux points d’acquisition dans la solution 0 NO3-.
Cette solution est ensuite échangée avec une solution identique à 0 NO3- mais avec en plus une
concentration de 10 ou 30 mM de KNO3 ou 30 mM de KCl. Ces solutions sont nommées par
la suite 10 NO3- ou 30 NO3- ou 30 Cl- en fonction de leur concentration en anions NO3- ou Cl-
exprimée en mM. Avant de perfuser une autre solution à une concentration différente en anions,
la solution initiale, 0 NO3- est à nouveau perfusée entre lame et lamelle (Schéma 1-6). Ce cycle
de perfusion pendant une séquence temporelle d’acquisition sera toujours maintenu par la suite.
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Schéma 1-6. Représentation d’une séquence temporelle d’acquisition comprenant quatre
stomates avec plusieurs perfusions de différentes solutions. Chaque stomate est imagé
dans l’ordre établi lors de l’identification des cellules et de l’enregistrement de leur position,
numéroté de 1 à 4. Ceci constitue le cycle d’acquisition d’une séquence temporelle.
5.2.2. Perfusion de solutions à différentes concentrations
de nitrate en conditions de déséquilibre osmotique
Dans un premier temps, nous avons effectué la quantification de la concentration en nitrate
ainsi que le pH dans le compartiment cytosolique avec des solutions dont l’osmolarité change
en fonction de la solution perfusée. L’osmolarité de la solution 0 NO3- a été mesurée à 22
mosmol  et  celle  des  solutions  10  et  30  NO3- ont  été  mesurées  respectivement  à  39  et  100
mosmol. Ces gradients d’osmolarités ont été appliqués afin de mesurer leur influence sur les
flux d’ions nitrate dans les cellules de garde. En effet, les mécanismes d’ouverture et de
fermeture des stomates sont caractérisés par la turgescence des cellules de garde qui peut être
influencée par l’osmolarité du milieu extracellulaire et ainsi d’avoir une influence sur les influx
et les efflux d’ions dans les cellules de garde.
Dans ces conditions, les ratios pH calculés durant la séquence temporelle d’acquisition (n=8)
montrent que pour chaque changement de solutions, une faible augmentation du ratio pH est
visible, signifiant une alcalinisation du compartiment cytosolique (Fig. 1-19, B). Cette faible
augmentation est suivie d’une cinétique jusqu’à un retour à une valeur de ratio pH proche de la
valeur initiale soit environ 2,5. Le pH déduit de ce ratio pH (Chapitre 1, 1.2, Equation 1-3)
montre que le pH cytosolique oscille entre 6,7 et 7,2 (Fig. 1-19, B). Les cartes ratiométriques
d’un stomate type permettent de suivre ces variations au cours de l’expérience de changement
de solution (Fig. 1-19, A). En effet, à chaque changement de solutions, les couleurs changent,
allant du jaune, correspondant à des valeurs de pH neutres à des tons orange correspondant à
des valeurs de pH légèrement plus acides (Fig. 1-19, A).
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Figure 1-19. Mesures des flux d’ions nitrate et des variations de pH sur cellules de garde de
plantes exprimant clopHensor dans un fond Col-0. A. Cartes ratiométriques (I488 / I458) d’un
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stomate type durant une séquence temporelle d’acquisition lors de la perfusion de solutions
0 NO3- (22 mosmol), 10 NO3- (39 mosmol) et 30 NO3- (100 mosmol). Ces cartes ont été
calculées en effecuant le ratio des images acquises aux longueurs d’onde d’excitation 488 et
458 nm, correspondant au ratio pH. La LUT choisie est illustrée et représente les ratios pH
faibles (acides) en rouge tandis que les valeurs de ratios pH élevés (basiques) sont en bleu.
Les valeurs de ratio pH correspondant aux pH proche de 7 sont représentées en jaune. B.
Séquence temporelle de la moyenne des ratios pH (I488 / I458) mesurés dans le cytosol des
cellules de garde de 8 stomates, lors de la perfusion des solutions 0 NO3- (22 mosmol), 10
NO3- (39 mosmol) et 30 NO3- (100 mosmol). Les pH correspondants sont indiqués sur l’axe de
droite. C. Séquence temporelle de la moyenne des ratios anion (I458 / I561) mesurés dans le
cytosol des cellules de garde de 8 stomates, lors de la perfusion des solutions 0 NO3- (22
mosmol), 10 NO3- (39 mosmol) et 30 NO3- (100 mosmol). D. Concentrations de nitrate
cytosolique moyennes calculées (Chapitre 1, Equations 1-3 ; 1-4 et 1-5) pour chaque stomate
(n=8) dans ces conditions, et aux différents temps d’acquisition. Les barres représentent la
médiane et les interquartiles. E. Cartes ratiométriques (I458 / I561) d’un stomate type durant
une séquence temporelle d’acquisition lors de la perfusion de solutions 0 NO3- (22 mosmol),
10 NO3- (39 mosmol) et 30 NO3- (100 mosmol). Ces cartes ont été calculées en effectuant le
ratio des images acquises aux longueurs d’onde d’excitation 458 et 561 nm. La LUT choisie
représente les ratios anion faibles (concentrations élevées en nitrate) en bleu tandis que les
valeurs de ratios anion élevés (concentrations faibles en nitrate) sont représentées en vert.
A et E. L’échelle est de 5 µm et les chloroplastes représentés en gris ne sont pas pris en
compte dans l’analyse. B et C. Les barres d’erreurss verticales représentent les écarts-types
des ratios pH ou anion moyens des 8 stomates à chaque temps. Les barres d’erreurss
horizontales représentent les intervalles de temps pour un cycle d’acquisition comprenant 4
stomates (entre 4 et 5 minutes).
Les résultats que nous avons obtenus grâce à cette expérience apportent plusieurs
informations importantes :
· Ce système d’acquisition permet de mesurer des flux d’ions nitrate ainsi que des
variations de pH dans le cytosol des cellules de garde.
· Le nitrate entre de manière massive dans les cellules de garde et atteint une
concentration élevée dans le cytosol, entre 15 et 20 mM.
· Le cytosol des cellules de garde se vide complètement du nitrate absorbé et ce de
manière très rapide suite à l’échange d’une solution contenant du nitrate (10 NO3- ou
30 NO3-) avec une solution sans nitrate (0 NO3-).
Avec les résultats obtenus au cours de cette séquence temporelle, certaines des cartes
ratiométriques (I458 / I561 et I488 / I458) du stomate type (Fig. 1-19, A et E) ont été analysées afin
d’étudier la distribution de la population de valeurs des ratios des voxels dans le cytosol des
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cellules de garde. L’objectif de cette analyse étant de vérifier si les valeurs des voxels dans un
stomate (donc deux cellules de garde) forment une seule population ou si on en retrouve
plusieurs ou encore si ces valeurs ne sont pas dispersées sur une large gamme de valeurs de
ratios anions ou pH. Seules les cartes ratiométriques des dernières images des conditions 0 NO3-
(t = 40 minutes), 10 NO3- (t = 67 minutes), 30 NO3- (t = 118 minutes) et 0 NO3- (t = 144 minutes)
ont  été  analysées.  L’ensemble  des  histogrammes  de  distribution  obtenus  pour  ces  cartes
ratiométriques montrent que les populations de voxels suivent effectivement une distribution
de type gaussienne (Fig. 1-20, A à H). L’écart-type des valeurs des ratios anions est de 0,3 (Fig.
1-20, A, C, E et G). De même, pour les ratios pH, l’écart-type est de 0,8 (Fig. 1-20, B, D, F et
H). Ces distributions de population indiquent que les valeurs de ratios dans le cytosol sont
homogènes. Il est donc pertinent de calculer la concentration en nitrate dans le cytosol à partir
de la moyenne des ratios anions et pH.
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Figure 1-20. Distribution des valeurs des ratios I458 / I561 et I488 / I458 dans les conditions 0
NO3-, 10 NO3- et 30 NO3- pour un stomate type (Fig. 5, A et E). A, C, E et G. Histogrammes de
distribution obtenus à partir des cartes ratiométriques obtenus avec les ratios anion (I458 /
I561), au dernier temps de chaque condition 0 NO3- (A), 10 NO3- (C), 30 NO3- (E) et le dernier
point de la séquence temporelle d’acquisition dans la solution 0 NO3- (G). B, D, F et H.
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Histogrammes de distribution obtenus à partir des cartes ratiométriques obtenus avec les
ratios pH (I488 / I458), au dernier temps de chaque condition 0 NO3- (B), 10 NO3- (D), 30 NO3-
(F) et le dernier point de la séquence temporelle d’acquisition, dans la solution 0 NO3- (H).
(Echelle : 5 µm). Les histogrammes des valeurs des ratios ont tous été interpolés avec une
gaussienne, lignes pleines.
La capacité du compartiment cytosolique des cellules de garde à se vider du nitrate absorbé
en grande quantité pose plusieurs questions. Notamment, vers quel compartiment cellulaire est
dirigé le flux de nitrate, vers la vacuole ou bien vers le milieu extracellulaire. Une autre question
qui se pose est de savoir si les cellules de garde voient leur capacité à remplir leur cytosol et à
le vider s’atténue au fil des échanges de solutions avec et sans nitrate. Pour cela, une séquence
temporelle d’acquisition a été réalisée sur des cellules de garde en perfusant trois fois de la
condition 30 NO3- durant environ 30 minutes à chaque fois et en alternant avec la condition 0
NO3-.
Les résultats de la séquence temporelle sur le ratio pH montrent des variations lors des
échanges de solutions (Fig. 1-21, A), équivalentes à celles observées en figure 1-19, B. Cela
revient à des variations de pH allant de 7 à 7,5 soit une alcalinisation du cytosol après chaque
perfusion (Fig. 1-21, A). Concernant le ratio anion, celui-ci diminue fortement lorsque la
condition 30 NO3- est perfusée, passant d’une valeur de ratio anion initiale de 0,41 ± 0,07 à 0,10
± 0,01, soit une diminution de 73%. Cela s’observe pour chacun des échanges entre les solutions
0 NO3- et 30 NO3- (Fig. 1-21, B). La cinétique d’absorption du nitrate est toujours observée,
ainsi que le plateau (Fig. 1-21, B). La cinétique lors du retour dans la solution 0 NO3- est
également observée à chacun de ces rinçages (Fig. 1-21, B). Cependant, la condition
expérimentale ne permet pas d’évaluer cette cinétique d’efflux qui est inférieure à 2 minutes.
La concentration en nitrate mesurée dans le compartiment cytosolique des deux stomates testés
est de 22 et 24 mM dans la solution 30 NO3- et ce pour chacune des perfusions (Fig. 1-21, C).
Ces résultats indiquent que les cellules de garde sont toujours capables d’absorber dans leur
cytosol autant de nitrate dans le temps et à la même vitesse. De même que leur cytosol se vide
du nitrate toujours à la même vitesse. Il est surprenant qu’aucun effet d’atténuation de ces flux
ne soit observé ni sur le niveau atteint par le plateau qui est toujours à la même valeur de ratio
anion ni au niveau de la cinétique.
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Figure 1-21. Etude de la réversibilité de la concentration cytosolique en nitrate dans les
cellules de garde de plantes exprimant clopHensor dans un fond Col-0. A. Séquence
temporelle de la moyenne des ratios pH (I488 / I458) mesurés dans le cytosol des cellules de
garde de 2 stomates, lors de la perfusion des solutions 0 NO3- (22 mosmol) et 30 NO3- (100
mosmol). Le pH correspondant est indiqué sur l’axe de droite. B. Séquence temporelle de la
moyenne des ratios anion (I458 / I561) mesurés dans le cytosol des cellules de garde de deux
stomates, lors de la perfusion des solutions 0 NO3- (22 mosmol) et 30 NO3- (100 mosmol). A
et B. Les barres d’erreurss verticales représentent les écarts-types des ratios moyens des 2
stomates à un temps donné. Les barres d’erreurss horizontales représentent les intervalles
de temps pour un cycle d’acquisition comprenant 2 stomates (entre 4 et 5 minutes). C.
Concentrations cytosoliques moyennes calculées (Chapitre 1, Equations 1-3 ; 1-4 et 1-5) pour
2 stomates dans ces conditions et aux différents temps d’acquisition. Les barres
représentent la médiane et les interquartiles.
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5.2.3. Perfusion de solutions à différentes concentrations
de nitrate, en conditions d’équilibre osmotique
Figure 1-22. Mesures des flux d’ions nitrate et des variations de pH sur cellules de garde de
plantes exprimant clopHensor dans un fond Col-0 en condition d'équilibre osmotique. A.
Cartes ratiométriques (I488 / I458) d’un stomate type durant une séquence temporelle
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d’acquisition lors de la perfusion de solutions 0 NO3-, 10 NO3- et 30 NO3-, dont les
osmolarités ont été ajustées à 100 mosmol avec du sorbitol. La LUT choisie est illustrée et
représente les ratios pH faibles (pH acides) en rouge tandis que les valeurs de ratios pH
élevés (pH basiques) sont en bleu. Les valeurs de ratio pH correspondant aux pH proche de 7
sont représentées en jaune. B. Séquence temporelle de la moyenne des ratios pH (I488 / I458)
mesurés dans le cytosol des cellules de garde de 8 stomates, lors de la perfusion des
solutions 0 NO3-, 10 NO3- et 30 NO3-, dont les osmolarités ont été ajustées à 100 mosmol
avec du sorbitol. Les pH correspondants sont indiqués sur l’axe de droite. C. Séquence
temporelle de la moyenne des ratios anion (I458 / I561) mesurés dans le cytosol des cellules de
garde de 8 stomates, lors de la perfusion des solutions 0 NO3-, 10 NO3- et 30 NO3-, dont les
osmolarités ont été ajustées à 100 mosmol avec du sorbitol. D. Concentrations de nitrate
cytosolique moyennes calculées (Chapitre 1, Equations 1-3 ; 1-4 et 1-5) pour chaque stomate
(n=8) dans ces conditions, et aux différents temps d’acquisition. Les barres représentent la
médiane et les interquartiles. E. Cartes ratiométriques (I458 / I561) d’un stomate type durant
une séquence temporelle d’acquisition lors de la perfusion de solutions 0 NO3-, 10 NO3- et 30
NO3-, dont les osmolarités ont été ajustées à 100 mosmol avec du sorbitol. Ces cartes ont été
calculées par le ratio des images acquises aux longueurs d’onde d’excitation 458 et 561 nm.
La LUT choisie représente les ratios anion faibles (concentrations élevées en nitrate) en bleu
tandis que les valeurs de ratios anion élevés (concentrations faibles en nitrate) sont
représentées en vert. A et E. L’échelle est de 5 µm et les chloroplastes représentés en gris ne
sont pas pris en compte dans l’analyse. B et C. Les barres d’erreurss verticales représentent
les écarts-types des ratios pH ou anion moyens des 8 stomates à chaque temps. Les barres
d’erreurss horizontales représentent les intervalles de temps pour un cycle d’acquisition
comprenant 4 stomates (entre 4 et 5 minutes).
Suite aux résultats que nous avons obtenus en appliquant le nitrate en même temps qu’un
changement de pression osmotique. Nous avons souhaité découpler les deux effets en menant
des expériences où la pression osmotique est maintenue constante. Pour cela, les osmolarités
des solutions 0 NO3- et 10 NO3-ont été ajustées à celle de la solution 30 NO3-, soit à 105 mosmol
avec du sorbitol. Pour le reste, le protocole d’acquisition reste inchangé, avec le même principe
de séquence temporelle d’acquisition et de perfusion. Dans cette configuration expérimentale,
deux populations de stomates comprenant chacune 15 et 4 stomates sont ressorties des analyses
et seront donc décrites séparément.
La première population, constituée de 15 stomates présente une variation de pH en réponse
à l’application de nitrate dans le compartiment cytosolique des cellules de garde au cours de la
séquence temporelle d’acquisition. Cependant, certains de ces stomates ayant été acquis avec
un cycle d’acquisition de 3 stomates et non de 4, il n’a pas été possible de les intégrer dans
l’analyse graphique de la figure 1-22. Ainsi seules les analyses de 8 stomates sont présentées
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dans la figure 1-22. Les résultats obtenus présentent au niveau du ratio pH des variations, celui-
ci oscille entre des valeurs moyennes de 2,5 et 3,5, correspondant à des valeurs de pH
respectivement  de  6,8  à  7,2  (Fig.  1-22,  B).  Ces  variations  ont  systématiquement  lieu  suite  à
l’échange de solution lorsque le nitrate est ajouté dans le compartiment extracellulaire des
stomates. Après application de nitrate extracellulaire le ratio pH diminue progressivement ce
qui correspond à une acidification du compartiment cytosolique. Cette acidification progressive
en présence de nitrate change brutalement lorsque la solution contenant du nitrate (10 NO3- ou
30 NO3-) est remplacée par la solution 0 NO3- (Fig.  1-22, B).  Les cartes ratiométriques d’un
stomate type permettent de suivre ces variations de ratio pH dans le cytosol des cellules de
garde pour chacun des changements de solution (Fig. 1-22, A). On observe que les couleurs
changent de manière graduelle dans le cytosol de chacune des cellules de garde en fonction de
la solution perfusée, allant du jaune, correspondant à des valeurs de pH neutres, au bleu pour
des valeurs de pH légèrement plus basiques (Fig. 1-22, A).
Concernant le ratio anion, sa valeur moyenne initiale est de 0,55 ± 0,03 (n=8) et diminue en
présence des solutions 10 NO3- et 30 NO3- (Fig. 1-22, C). Dans la solution 10 NO3-, au dernier
point à 27 minutes après l’application du nitrate, le ratio anion est d’une valeur de 0,39 ± 0,07
(n=8) représentant une diminution de 29% (Fig. 1-22, C). En présence de la solution à 30 NO3-
, la diminution s’accompagne d’une cinétique qui présente une constante de temps τ = 14 ± 2
minutes (Fig. 1-29, A), jusqu’à atteindre un plateau d’une valeur de 0,26 ± 0,09 (n=8) qui
correspond à une diminution de 53% (Fig. 1-22, C). Cette variation de ratio anion graduelle se
retrouve sur les cartes ratiométriques d’un stomate type, les couleurs passant de jaune à mauve
et bleu en présence de la solution 30 NO3- (Fig. 1-22, E). La médiane des concentrations
calculées avec les ratios pH et anion pour les 8 stomates imagés est à 3 mM dans la solution à
10 NO3- et à 8 mM dans la solution à 30 NO3- (n=8) (Fig. 1-22, D). La concentration d’ion
nitrate mesurée dans le cytosol à 30 NO3-, en maintenant l’équilibre osmotique est inférieure
d’un facteur 3 à celle calculée dans la condition maintenue en déséquilibre osmotique.
Le deuxième groupe de 4 stomates ne présentait aucune réponse au niveau du pH qui reste
stable à une valeur moyenne de 7,3 pendant toute la durée de l’acquisition (Fig. 1-23, B). Les
cartes ratiométriques d’un stomate type montre que la population de pixels est homogène, la
couleur de la LUT est la même tout au long de l’expérience (Fig. 1-23, A).
En revanche, concernant le ratio anion, celui-ci change en fonction de la concentration en
nitrate à laquelle sont exposées les cellules de garde (Fig. 1-23, C). Le ratio anion diminue aussi
bien en présence de 10 NO3- que de 30 NO3- (Fig. 1-23, C), de manière similaire à la première
population de stomate (Fig. 1-22, C). La diminution mesurée par rapport au ratio initial moyen
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d’une valeur de 0,56 ± 0,01 (n=4) lors de l’échange de la solution 0 NO3- à 30 NO3- est de 28%,
soit inférieure à celle observée sur les stomates présentant une réponse variable au pH (Fig. 1-
23, C et Fig. 1-22, C). Cette diminution est visible sur les cartes ratiométriques du stomate type
et les couleurs de la LUT sont différentes entre les deux populations représentant la différence
de réponse entre ces populations (Fig. 1-23, E). Cependant une analyse plus poussée des
résultats sur cette population montre que le ratio anion (0,72 ± 0,02) a augmenté à la fin de la
séquence temporelle d’acquisition en 0 mM par rapport au ratio anion initial (0,56 ± 0,04) dans
les mêmes conditions. Cela représente une augmentation de 28%. Cette augmentation pose un
problème pour le calcul de la concentration de nitrate cytosolique, puisque le calcul de la
concentration est basé sur le R0 qui lui est calculé à partir de la moyenne des premières valeurs
de ratio anion. L’augmentation du ratio anion en fin d’expérience soulève des questions sur
l’origine de cette augmentation. L’analyse de l’évolution des intensités de fluorescence après
excitation à 488 et 561 nm montre que seule celle détectée à 561 nm a diminué provoquant ainsi
l’augmentation du ratio anion. ClopHensor est un biosenseur basé sur la quantification de
l’intensité de la fluorescence des deux chromophores E2GFP et DsRed dont il est constitué
(Chapitre  1,  1.).  La  Dsred  ayant  pour  fonction  principale  de  normaliser  l’intensité  de  la
fluorescence par rapport au niveau d’expression de clopHensor dans les cellules (Arosio et al.,
2010). De ce fait, si l’intensité de la fluorescence de la DsRed n’est pas suivie d’une diminution
proportionnelle de l’intensité de la fluorescence aux longueurs d’onde d’excitation de l’E2GFP,
les mesures ne sont plus valables. En comparant les résultats obtenus dans la figure 1-22 et ceux
de la figure 1-23 nous avons cherché à établir un critère entre l’évolution de l’intensité de la
fluorescence détectée à 561 nm et l’évolution du ratio anion entre le début et la fin des
acquisitions. Suite à cette analyse des données, nous en avons déduit que lorsque le ratio anion
final est supérieur à 20% par rapport au ratio anion initial, la mesure de la concentration n’est
pas fiable et donc les stomates ne sont pas pris en compte. Par conséquent les mesures effectuées
sur les stomates de ce groupe ne respectent pas ce critère et ne sont donc pas inclues dans les
analyses suivantes.
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Figure 1-23. Mesures des flux d’ions nitrate sur cellules de garde ne montrant aucune
variation de pH cytosolique de plantes exprimant clopHensor dans un fond Col-0 en
condition d'équilibre osmotique. A. Cartes ratiométriques (I488 / I458) d’un stomate type
durant une séquence temporelle d’acquisition lors de la perfusion de solutions 0 NO3-, 10
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NO3- et 30 NO3-, dont les osmolarités ont été ajustées à 100 mosmol avec du sorbitol. La
LUT choisie est illustrée et représente les ratios pH faibles (acides) en rouge tandis que les
valeurs de ratios pH élevés (basiques) sont en bleu. Les valeurs de ratio pH correspondant
aux pH proches de 7 sont représentées en jaune. B. Séquence temporelle de la moyenne des
ratios pH (I488 / I458) mesurés dans le cytosol des cellules de garde de 4 stomates, lors de la
perfusion des solutions 0 NO3-, 10 NO3- et 30 NO3-, dont les osmolarités ont été ajustées à
100 mosmol avec du sorbitol. Les pH correspondant sont indiqués sur l’axe de droite. C.
Séquence temporelle de la moyenne des ratios anion (I458 / I561) mesurés dans le cytosol
des cellules de garde de 4 stomates, lors de la perfusion des solutions 0 NO3-, 10 NO3- et 30
NO3-, dont les osmolarités ont été ajustées à 100 mosmol avec du sorbitol. D. Concentrations
de nitrate cytosolique moyennes calculées (Chapitre 1, Equations 1-3 ; 1-4 et 1-5) pour
chaque stomate (n=4) dans ces conditions, et aux différents temps d’acquisition. Les barres
représentent la médiane et les interquartiles. E. Cartes ratiométriques (I458 / I561) d’un
stomate type durant une séquence temporelle d’acquisition lors de la perfusion de solutions
0 NO3-, 10 NO3- et 30 NO3-, dont les osmolarités ont été ajustées à 100 mosmol avec du
sorbitol. Ces cartes ont été calculées par le ratio des images acquises aux longueurs d’onde
d’excitation 458 et 561 nm. La LUT choisie représente les ratios anion faibles (concentrations
élevées en nitrate) en bleu tandis que les valeurs de ratios anion élevés (concentrations
faibles en nitrate) sont représentées en vert. A et E. L’échelle est de 5 µm et les
chloroplastes représentés en gris ne sont pas pris en compte dans l’analyse. B et C. Les
barres d’erreurss verticales représentent les écarts-types des ratios pH ou anion moyens des
8 stomates à chaque temps. Les barres d’erreurss horizontales représentent les intervalles
de temps pour un cycle d’acquisition comprenant 4 stomates (entre 4 et 5 minutes).
5.2.4. Etude comparative des concentrations en nitrate
mesurées entre les perfusions de différentes
concentrations en nitrate en condition de déséquilibre et
d’équilibre osmotique
Les résultats obtenus dans ces deux conditions d’acquisition, avec ou sans changement de
pression osmotique, présentent des profils de réponse similaires. Dans ces deux conditions, les
ratios anions diminuent lorsque les cellules de garde se retrouvent en présence de nitrate.
Cependant, l’ampleur de la diminution des ratios anions n’est pas la même. Une différence de
pression  osmotique  entre  les  solutions  0  NO3- et  30  NO3-,  de  78  mosmol  amène  à  une
concentration cytosolique de nitrate moyenne de 17 ± 5 mM (Fig. 1-19, C). Lorsqu’il n’y pas
de différence de pression osmotique entre les solutions 0 NO3- et  30  NO3- il est possible
d’observer une augmentation de la concentration moyenne de nitrate jusqu’à 7 ± 3 mM (Fig. 1-
24, C). Les cellules de garde présentent un influx de nitrate de l’ordre de 2,3 fois plus important
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lors  d’un  choc  osmotique  (Fig.  1-24,  A).  Cette  différence  n’est  pas  observée  pour  un
changement de pression osmotique de 17 mosmol lors de l’échange avec la solution 10 NO3-.
En effet, la concentration moyenne de nitrate observée est de 2,8 ± 0,8 mM et en absence de
différence de pression osmotique et elle est de 2,7 ± 0,9 mM (Fig. 1-24, A). Concernant le pH,
le changement de gradient osmotique ne semble pas avoir d’impact majeur sur la fourchette des
pH cytosoliques mesurés (Fig. 1-24, B) bien que les cinétiques soient différentes (Fig. 1-24, B).
Figure 1-24. Influence du gradient osmotique sur l’influx de nitrate dans les cellules de
garde de plantes exprimant clopHensor dans un fond Col-0. A. Histogramme des
concentrations cytosoliques calculées dans les conditions 10 NO3- et 30 NO3- et pour
différents gradients osmotiques (∆), 0 (n=15), 17 (n=8) et 78 mosmol (n=8). Test Mann-
Whitney : ns, p 0,91 ; ***, p < 0,001. Les barres d’erreurss correspondent aux écarts-types.
B. Histogrammes des valeurs de pH cytosolique calculées pour chaque stomate dans les
conditions 10 NO3- et 30 NO3-, pour différents gradients osmotiques (∆), 0 (n=15), 17 (n=8) et
78 mosmol (n=8). Test Mann-Whitney: ns, p > 0,07. Test Wilcoxon: ns, p 0,93 ; **, p < 0,01.
Les barres correspondent à la médiane et aux interquartiles.
5.3. Etude de l’influence de l’insertion aléatoire du gène
clopHensor sur les flux d’ions nitrate et du pH
cytosolique
L’obtention de plantes transgéniques se fait par insertion d’un gène d’intérêt (dans notre cas
clopHensor) dans le génome de plantes avec des agrobactéries. L’insertion du transgène
s’effectue de manière aléatoire dans le génome de la plante. Afin de s’assurer que les réponses
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aux changements de milieu externe avec la lignée transgénique H13.2 ne soient pas dues au lieu
d’insertion dans le génome, nous avons décidé de tester une autre lignée transgénique qui
correspond donc à un autre évènement d’insertion. Nous avons donc mené des expériences
d’échange de solutions extracellulaires 0 NO3- et 30 NO3- sur la lignée nommée H20.3 dans les
mêmes conditions d’acquisition utilisées précédemment.
Les mesures des ratios anions dans le cytosol des cellules de garde d’une plante H20.3,
montrent également une diminution du ratio anion en présence de 30 NO3-, d’un facteur 2 (Fig.
1-25, A). La cinétique de la diminution du ratio anion après l’échange de solution avec 30 NO3-
est aussi présente de même que celle liée à l’échange de retour à 0 NO3-. Le ratio pH change lui
aussi en fonction de l’échange de solutions et le pH cytosolique passe ainsi d’une valeur initiale
de 6,7 à une valeur finale 6,5 (Fig. 1-25, B). Dans cette analyse, les ratios anions initiaux
diffèrent entre les deux génotypes donc afin de comparer les différences de ratio anion entre
eux, ce sont les ratios normalisés qui sont présentés (Fig. 1-25, C et D). Les ratios anions sont
normalisés par rapport aux valeurs obtenues dans la condition 0 NO3-. La comparaison entre les
deux génotypes H20.3 avec H13.2 montre que le ratio anion normalisé présente une diminution
de 46% pour H13.2 et de 57% pour H20.3, à 0 NO3-, le ratio anion normalisé est de 0,95 ± 0,05
et à 30 NO3-, il n’est plus qu’à 0,54 ± 0,1 (n=15) (Fig. 1-25, C). De manière similaire, pour la
lignée H20.3, le ratio anion normalisé à 0 NO3- est d’une valeur de 1,06 ± 0,04 et à 30 NO3- le
ratio anion normalisé atteint une valeur de 0,49 ± 0,1 (n=4) (Fig. 1-25, D). Ces résultats
confirment ceux obtenus avec la lignée H13.2. De ce fait, les observations faites sur la lignée
H13.2 ne sont pas dues à un effet de l’insertion aléatoire du gène clopHensor dans le génome
de la plante.
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Figure 1-25. Comparaison des mesures des flux d’ions nitrate et des variations pH dans les
cellules de garde de plante Col-0 exprimant clopHensor d’une lignée homozygote
différente, H20.3. A. Séquence temporelle de la moyenne des ratios anion (I458 / I561)
mesurés dans le cytosol des cellules de garde de 4 stomates de la lignée H20.3, lors de la
perfusion des solutions 0 NO3-, 10 NO3- et 30 NO3-, dont les osmolarités ont été ajustées à
100 mosmol avec du sorbitol. B. Séquence temporelle de la moyenne des ratios pH (I488 /
I458) mesurés dans le cytosol des cellules de garde de 4 stomates de la lignée H20.3, lors de la
perfusion des solutions 0 NO3-, 10 NO3- et 30 NO3-, dont les osmolarités ont été ajustées à
100 mosmol avec du sorbitol. Les pH correspondant sont indiqués sur l’axe de droite. A et B.
Les barres d’erreurss verticales représentent les écarts-types des ratios moyens des 4
stomates à un temps donné. Les barres d’erreurss horizontales représentent les intervalles
de temps pour un cycle d’acquisition comprenant 4 stomates (entre 4 et 5 minutes). C.
Ratios anion (I458 / I561) normalisés par rapport aux valeurs obtenues dans la condition 0 NO3-
sur 15 stomates de la lignée H13.2. D. Ratios anion (I458 / I561) normalisés par rapport aux
valeurs obtenues dans la condition 0 NO3-, sur 4 stomates de la lignée H20.3. C et D. Les
barres d’erreurss correspondent aux écarts-types.
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5.4. Quantification de la concentration en chlorure et pH
cytosolique après perfusion de solution à différentes
concentrations de chlorure
ClopHensor est également sensible aux ions chlorure, de ce fait nous avons mené des
expériences ayant pour but d’observer et de quantifier les flux d’ions chlorure dans le cytosol
de cellules de garde de plantules ayant poussées en absence de nitrate. Dans ces expériences
nous avons décidé du protocole de perfusion de solutions extracellulaires suivant : départ dans
la solution 0 NO3- et 0 Cl- (identique à la solution 0 NO3- utilisée lors des mesures précédentes),
ensuite échange avec la solution 30 NO3-, suivi d’un retour dans la solution 0 NO3- et 0 Cl-, puis
échange avec la solution 30 Cl- (avec 30 mM KCl) et en fin avec la solution 0 NO3- et 0 Cl-.
Dans cette série d’expériences nous avons obtenu deux types de réponses qui sont présentées
séparément.
La première réponse a été observée sur 3 stomates qui présentent une variation de pH dans
le compartiment cytosolique des cellules de garde (Fig. 1-26) lorsque du NO3- ou du Cl- sont
ajoutés à la solution extracellulaire. En effet, en présence de la condition 30 NO3-, le ratio pH
diminue de manière graduelle, passant d’une valeur moyenne initiale de 3,3 ± 0,2 à 2,5 ± 0,1
(n=3) correspondant à un changement de pH de 7,1 à 6,8 (Fig. 1-26, B). De même, dans la
condition 30 Cl-, le ratio pH diminue de manière graduelle, passant d’une valeur moyenne
initiale de 3,5 ± 0,06 à 2,7 ± 0,1 (n=3) ce qui correspond respectivement à des valeurs de pH
7,2 et 6,9 (Fig. 1-26, B). Cette diminution est précédée d’une légère augmentation du ratio pH
suite au changement de solution, de l’ordre de 0,1 et 0,2 unité de pH respectivement dans les
solutions 30 NO3- et 30 Cl- (Fig. 1-26, B). Dans ces deux solutions expérimentales, le pH devient
plus acide en présence de ces anions (Fig. 1-26, B). Cette diminution graduelle du ratio pH
contraste avec le brusque retour au pH initial dans la solution 0 NO3- et 0 Cl- (Fig. 1-26, B). Sur
les cartes ratiométriques, ces variations de ratio pH sont visibles dans le compartiment
cytosolique d’un stomate type (Fig. 1-26, A).
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Figure 1-26. Mesures des flux d’ions nitrate et chlorure sur cellules de garde présentant
des variations de pH dans le cytosol de cellules de garde de plantes exprimant clopHensor
dans un fond Col-0 en condition d'équilibre osmotique. A. Cartes ratiométriques (I488 / I458)
d’un stomate type durant une séquence temporelle d’acquisition lors de la perfusion de
solutions 0 NO3- et 0 Cl-, 30 NO3- et 30 Cl- dont l’osmolarité a été ajustée à 100 mosmol avec
du sorbitol. Ces cartes ont été calculées par le ratio des images acquises aux longueurs
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d’onde d’excitation 488 et 458 nm, correspondant au ratio pH. La LUT choisie est illustrée et
représente les ratios pH faibles (acides) en rouge tandis que les valeurs de ratios pH élevés
(basiques) sont en bleu. Les valeurs de ratio pH correspondant aux pH proche de 7 sont
représentées en jaune. B. Séquence temporelle de la moyenne des ratios pH (I488 / I458)
mesurés dans le cytosol des cellules de garde de 3 stomates, lors de la perfusion des
solutions 0 NO3- et 0 Cl-, 30 NO3- et 30 Cl- dont l’osmolarité a été ajustée à 100 mosmol avec
du sorbitol. Les pH correspondant sont indiqués sur l’axe à droite. C. Séquence temporelle
de la moyenne des ratios anion (I458 / I561) mesurés dans le cytosol des cellules de garde de 3
stomates, lors de la perfusion des solutions 0 NO3- et 0 Cl-, 30 NO3- et 30 Cl- dont l’osmolarité
a été ajustée à 100 mosmol avec du sorbitol. D. Concentrations de nitrate cytosolique
moyennes calculées (Chapitre 1, Equations 1-3 ; 1-4 et 1-5) pour chaque stomate (n=3) dans
ces conditions, et aux différents temps d’acquisition. Les barres représentent la médiane et
les interquartiles. E. Cartes ratiométriques (I458 / I561) d’un stomate type durant une
séquence temporelle d’acquisition lors de la perfusion de solutions 0 NO3- et 0 Cl-, 30 NO3- et
30 Cl- dont l’osmolarité a été ajustée à 100 mosmol avec du sorbitol. Ces cartes ont été
calculées par le ratio des images acquises aux longueurs d’onde d’excitation 458 et 561 nm.
La LUT choisie représente les ratios anion faibles (concentrations élevées en nitrate) en bleu
tandis que les valeurs de ratios anion élevés (concentrations faibles en nitrate) sont
représentées en vert. A et E. L’échelle est de 5 µm et les chloroplastes représentés en gris ne
sont pas pris en compte dans l’analyse. B et C. Les barres d’erreurss verticales représentent
les écarts-types des ratios pH ou anion moyens des 3 stomates à chaque temps. Les barres
d’erreurss horizontales représentent les intervalles de temps pour un cycle d’acquisition
comprenant 4 stomates (entre 4 et 5 minutes).
Dans les cellules de garde présentant ce premier type de réponse le ratio anion moyen initial
est d’une valeur de 0,59 ± 0,03 (n=3). Cette valeur de ratio anion diminue de façon graduelle
en présence de la solution 30 NO3-. Ainsi, au temps de 37 minutes, correspondant au dernier
point d’acquisition à 30 NO3-, la valeur est de 0,25 ± 0,03, soit une diminution de 50% (n=3)
(Fig. 1-26, C). La présence de solution 30 Cl- n’affecte que très peu les valeurs de ratio, avec
une valeur moyenne de 0,51 ± 0,06 au dernier point représentant une diminution de 12% (n=3)
(Fig. 1-26, C). Cela est également visible sur les cartes ratiométriques d’un stomate type, la
couleur reste inchangée entre les solutions 0 NO3- et 0 Cl- et la solution 30 Cl- (Fig. 1-26, E).
Tandis qu’en présence de la solution 30 NO3-, la couleur passe de jaune à mauve, traduisant une
augmentation de la concentration en anions dans le cytosol des cellules de garde similaire aux
manipulations précédentes (Fig. 1-26, E). La médiane des concentrations calculées avec ces
mesures pour chacun des stomates en présence de nitrate est de 10 mM (n=3) (Fig. 1-26, D).
Alors qu’en présence de chlorure, la médiane est estimée à 2 mM soit en dessous de la limite
de détection du biosenseur clopHensor pour le chlorure (Fig. 1-6, A), il est donc impossible de
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calculer avec précision la concentration en ions chlorure dans ces cellules de garde (Fig. 2-24,
D).
Figure 1-27. Mesures des flux d’ions nitrate et chlorure sur cellules de garde ne présentant
aucune variation de pH sur cellules de garde de plantes exprimant clopHensor dans un
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fond Col-0 en condition d'équilibre osmotique. A. Cartes ratiométriques (I488 / I458) d’un
stomate type durant une séquence temporelle d’acquisition lors de la perfusion de solutions
0 NO3- et 0 Cl-, 30 NO3- et 30 Cl- dont l’osmolarité a été ajustée à 100 mosmol avec du
sorbitol. Ces cartes ont été calculées par le ratio des images acquises aux longueurs d’onde
d’excitation 488 et 458 nm, correspondant au ratio pH. La LUT choisie est illustrée et
représente les ratios pH faibles (acides) en rouge tandis que les valeurs de ratios pH élevés
(basiques) sont en bleu. Les valeurs de ratio pH correspondant aux pH proche de 7 sont
représentées en jaune. B. Séquence temporelle de la moyenne des ratios pH (I488 / I458)
mesurés dans le cytosol des cellules de garde de 3 stomates, lors de la perfusion des
solutions 0 NO3- et 0 Cl-, 30 NO3- et 30 Cl- dont l’osmolarité a été ajustée à 100 mosmol avec
du sorbitol. Les pH correspondant sont indiqués sur l’axe à droite. C. Séquence temporelle
de la moyenne des ratios anion (I458 / I561) mesurés dans le cytosol des cellules de garde de 3
stomates, lors de la perfusion des solutions 0 NO3- et 0 Cl-, 30 NO3- et 30 Cl- dont l’osmolarité
a été ajustée à 100 mosmol avec du sorbitol. D. Concentrations de nitrate cytosolique
moyennes calculées (Chapitre 1, Equations 1-3 ; 1-4 et 1-5) pour chaque stomates (n=3) dans
ces conditions, et aux différents temps d’acquisition. Les barres représentent la médiane et
les interquartiles. E. Cartes ratiométriques (I458 / I561) d’un stomate type durant une
séquence temporelle d’acquisition lors de la perfusion de solutions 0 NO3- et 0 Cl-, 30 NO3- et
30 Cl- dont l’osmolarité a été ajustée à 100 mosmol avec du sorbitol. Ces cartes ont été
calculées par le ratio des images acquises aux longueurs d’onde d’excitation 458 et 561 nm.
La LUT choisie représente les ratios anion faibles (concentrations élevées en nitrate) en bleu
tandis que les valeurs de ratios anion élevés (concentrations faibles en nitrate) sont
représentées en vert. A et E. L’échelle est de 5 µm et les chloroplastes représentés en gris ne
sont pas pris en compte dans l’analyse. B et C. Les barres d’erreurss verticales représentent
les écarts-types des ratios pH ou anion moyens des 3 stomates à chaque temps. Les barres
d’erreurss horizontales représentent les intervalles de temps pour un cycle d’acquisition
comprenant 4 stomates (entre 4 et 5 minutes).
Le deuxième type de réponse est retrouvé dans 3 stomates qui ne présentent pas de variation
de pH dans le compartiment cytosolique lorsque les solutions contenant du nitrate et du chlorure
sont perfusées (Fig. 1-27). On observe une augmentation progressive du ratio pH moyen,
débutant à 3 et qui se stabilise à une valeur d’environ 3,5 ce qui équivaut à un pH de 7,2 (n=3)
(Fig. 1-27, B). Cette absence de variation du pH cytosolique en présence de nitrate est visible
sur les cartes ratiométriques d’un stomate type, la couleur reste bleue à partir de 41 minutes
d’acquisition, au moment de la perfusion de la solution 30 NO3- (Fig. 1-27, A).
Concernant le ratio anion, seule une diminution est mesurée en présence de 30 NO3-,
débutant à une valeur moyenne de 0,70 ± 0,02 et terminant à 0,40 ± 0,04 soit une diminution
de 42% (n=3) (Fig. 1-27, C). Le ratio anion reste stable avec une valeur de 0,60 durant tout le
reste de la séquence temporelle d’acquisition (Fig. 1-27, C). Dans la condition 30 Cl-, le ratio
Chapitre 1
114
anion reste stable à une valeur de 0,5 (Fig. 1-27, C). Cela se retrouve sur les cartes
ratiométriques obtenues sur un stomate type durant la séquence temporelle d’acquisition et avec
les concentrations calculées dans le cytosol des cellules imagées dans ces mêmes conditions
(Fig. 1-26, E). Dans la solution 30 NO3-, la médiane de la concentration calculée au temps
d’acquisition de 44 minutes dans le cytosol de chacun des stomates est de 7 mM (n=3) (Fig. 1-
35, D). En revanche, dans la condition 30 Cl-, la concentration calculée est toujours à la limite
de la sensibilité de clopHensor et est donc estimée à une concentration ≤ 5 mM (n=3) (Fig. 1-
35, D).
Les résultats obtenus en présence d’ions chlorure montrent que les cellules de garde
absorbent le chlorure en quantité trop faible (≤ 5 mM) pour être quantifiable avec ce biosenseur.
Un autre biosenseur similaire à clopHensor avec un Kd plus bas pour les ions chlorure serait
nécessaire afin de mesurer des concentrations plus faibles de chlorure. ClopHensor est donc
plus adéquat pour les mesures de flux d’ions nitrate dans les cellules de garde.
5.5. Quantification de la concentration en nitrate et pH
cytosolique sur les mutants d’un transporteur vacuolaire
(clca-3) et d’un canal de la membrane plasmique (slac1-
3)
La caractérisation des cellules de garde de plantes Col-0 ont montré d’une part que les flux
d’ions nitrate sont quantifiables avec clopHensor et d’autre part que ces flux sont rapides.
Notamment lors de l’efflux, qui s’effectue en un temps très rapide, inférieur à 2 minutes.
Plusieurs transporteurs, antiports, symports ou canaux anioniques pourraient être impliqués
dans l’efflux et l’influx du nitrate, tels que SLAC1, ALMT12, NRT1.1, ALMT9 et CLCa. Parmi
ces transporteurs, certains sont exprimés à la membrane plasmique (SLAC1, ALMT12 et
NRT1.1) et pourraient contribuer au transport du nitrate du compartiment cytosolique vers le
milieu extérieur et vice versa. Tandis que d’autres sont présents à la membrane vacuolaire
(CLCa et ALMT9) et participeraient à l’efflux en stockant le nitrate dans la vacuole. Afin de
mieux comprendre les mécanismes d’influx et d’efflux de nitrate dans les cellules de garde, les
mutants KO des deux principaux transporteurs des membranes plasmique et vacuolaire ont été
choisis, respectivement slac1-3 et clca-3. AtCLCa est un antiport exprimé à la membrane
vacuolaire responsable du transport des ions nitrate vers la vacuole en échange de protons selon
la stœchiométrie 2NO3-:1H+ (DeAngeli et al. 2014) (Introduction, Fig. I-4, 3.2.). SLAC1 est un
canal anionique de la membrane plasmique capable de transporter des ions chlorure et nitrate
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(Introduction, Fig. I-4 et partie 3.1.) (Schmidt and Schroeder, 1994; Schroeder, 1995). La raison
principale du choix de ces deux mutants est qu’ils sont connus pour être impliqués dans les
processus d’ouverture et de fermeture des stomates, et qu’ils transportent les ions nitrate dans
les cellules de garde. Les mutants clca-3 et slac1-3 ont été croisés avec la lignée homozygote
pour clopHensor H13.2 utilisée lors de la caractérisation des cellules de garde sauvage. La
technique du croisement a été privilégiée car elle permet de conserver le même locus du
transgène codant pour clopHensor dans le génome de la plante, dont la localisation n’est pas
connue. Le croisement permet ainsi de comparer les résultats obtenus sur plantes sauvages du
fond Col-0 avec ceux obtenus avec les mutants.
5.5.1. Mesures des flux d’ions nitrate et de variation pH
sur un mutant clca-3, un antiport de la membrane
vacuolaire
Les résultats obtenus sur les cellules de garde de plantes sauvages du fond Col-0 ont montré
que les influx et efflux de nitrate dans le cytosol des cellules de garde est rapide. Une explication
possible est que le nitrate est stocké dans la vacuole. C’est pourquoi le mutant clca-3,
fonctionnant comme un antiport NO3-:H+, présent à la membrane vacuolaire (Introduction, 3.2.)
a été choisi pour tester cette hypothèse et étudier son rôle dans ces flux.
Dans le cas du mutant clca-3, le ratio pH présente une variabilité de réponse très importante
lorsque la condition 10 NO3- est perfusée. En effet, les écarts-types d’une valeur de 1,9 peuvent
correspondre à une large fourchette de pH compris entre des valeurs de 7,5 et 6,6 soit quasiment
d’une unité pH (n=15) (Fig. 1-28, B). La réponse au niveau du pH lors de l’ajout de 10 NO3-
est présente sur tous les stomates imagés (n=15), avec une amplitude plus ou moins marquée.
L’acidification du cytosol des cellules de garde est visible sur les cartes ratiométriques dans
cette condition pour un stomate type (Fig. 1-28, A). Cependant, lorsque les stomates sont en
présence de 30 NO3-, aucun ne présentent d’acidification de leur cytosol (Fig. 1-28, B). A 30
NO3-, le  ratio  pH reste  stable,  à  des  valeurs  correspondant  à  un  pH compris  entre  7,2  et  7,5
(n=15) (Fig. 1-28, B). L’absence de réponse pH dans 30 NO3- par rapport à la condition 0 NO3-
, est visible sur les cartes ratiométriques des cellules de garde d’un stomate type, en effet, la
LUT reste inchangée entre ces deux conditions (Fig. 1-28, A).
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Figure 1-28. Mesures des flux d’ions nitrate et des variations de pH sur cellules de garde de
plantes exprimant clopHensor dans un fond mutant clca-3, obtenues par croisement avec
la lignée H13.2, en condition d'équilibre osmotique. A. Cartes ratiométriques (I488 / I458)
d’un stomate type durant une séquence temporelle d’acquisition lors de la perfusion de
solutions 0 NO3-, 10 NO3- et 30 NO3- dont l’osmolarité a été ajustée à 100 mosmol avec du
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sorbitol. Ces cartes ont été calculées par le ratio des images acquises aux longueurs d’onde
d’excitation 488 et 458 nm, correspondant au ratio pH. La LUT choisie est illustrée et
représente les ratios à pH faibles (acides) en rouge tandis que les valeurs de ratios pH élevés
(basiques) sont en bleu. Les valeurs de ratio pH correspondant aux pH proche de 7 sont
représentées en jaune. B. Séquence temporelle de la moyenne des ratios pH (I488 / I458)
mesurés dans le cytosol des cellules de garde de 15 stomates, lors de la perfusion des
solutions 0 NO3-, 10 NO3- et 30 NO3- dont l’osmolarité a été ajustée à 100 mosmol avec du
sorbitol. Les pH correspondant sont indiqués sur l’axe à droite. C. Séquence temporelle de la
moyenne des ratios anion (I458 / I561) mesurés dans le cytosol des cellules de garde de 15
stomates, lors de la perfusion des solutions 0 NO3-, 10 NO3- et 30 NO3- dont l’osmolarité a été
ajustée à 100 mosmol avec du sorbitol. D. Concentrations de nitrate cytosolique moyennes
calculées (Chapitre 1, Equations 1-3 ; 1-4 et 1-5) pour chaque stomates (n=15) dans ces
conditions, et aux différents temps d’acquisition. Les barres représentent la médiane et les
interquartiles. E. Cartes ratiométriques (I458 / I561) d’un stomate type durant une séquence
temporelle d’acquisition lors de la perfusion de solutions 0 NO3-, 10 NO3- et 30 NO3- dont
l’osmolarité a été ajustée à 100 mosmol avec du sorbitol. Ces cartes ont été calculées par le
ratio des images acquises aux longueurs d’onde d’excitation 458 et 561 nm. La LUT choisie
représente les ratios anion faibles (concentrations élevées en nitrate) en bleu tandis que les
valeurs de ratios anion élevés (concentrations faibles en nitrate) sont représentées en vert.
A et E. L’échelle est de 5 µm et les chloroplastes représentés en gris ne sont pas pris en
compte dans l’analyse. B et C. Les barres d’erreurss verticales représentent les écarts-types
des ratios pH ou anion moyens des 15 stomates à chaque temps. Les barres d’erreurss
horizontales représentent les intervalles de temps pour un cycle d’acquisition comprenant 4
stomates (entre 4 et 5 minutes).
Concernant le ratio anion, la valeur moyenne du ratio anion initial est de 0,54 ± 0,03 et celui-
ci diminue en présence des deux solutions contenant du nitrate, 10 NO3- et 30 NO3- (Fig. 1-28,
C). En effet, en présence de la solution 10 NO3-, le ratio est de 0,38 ± 0,08, soit une diminution
de 30% (n=15) (Fig. 1-28, C). Dans la solution 30 NO3- le ratio anion est d’une valeur de 0,29
± 0,07, ce qui représente une diminution de 47% (n=15) (Fig. 1-28, C). Il est à noter que
contrairement aux cellules de garde de plantes Col-0, cette diminution n’est pas graduelle (Fig.
2-26, C). La valeur du ratio anion atteint un plateau de manière très rapide (Fig. 1-28, C), avec
une cinétique estimée à 1,4 ± 0,3 (Fig. 1-29, B). La rapidité de la cinétique est visible sur les
cartes ratiométriques des cellules de garde d’un stomate type (Fig. 1-28, E). Les couleurs
changent brusquement du vert au jaune lors de l’échange 0 NO3- à 10 NO3-, de même lors de
l’échange 0 NO3- à 30 NO3-, du vert à l’orange (Fig. 1-28, E). Indiquant dans les deux cas une
augmentation de la concentration en nitrate dans le compartiment cytosolique des cellules de
garde (Fig. 1-28, C et E). La concentration calculée pour chacun des stomates imagés (n=15)
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est ainsi d’une valeur médiane de 3 et 7 mM respectivement pour les temps 34 et 95 minutes,
soit  les derniers points des conditions 10 NO3- et  30 NO3-. Les médianes des concentrations
calculées aux premiers points de temps d’acquisition des conditions 10 NO3- et 30 NO3- sont
identiques à celles calculées aux derniers points (Fig. 1-28, D).
Figure 1-29. Comparaison des paramètres de concentration de nitrate et pH cytosolique
entre les cellules de garde de plantes sauvage et mutantes clca-3. A. Interpolation
(Equation 2-1) des ratios normalisés I458 / I561 par rapport aux valeurs obtenues dans la
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condition 0 NO3-, lors de la séquence temporelle d’acquisition lors de l’échange de solution 0
NO3- à 30 NO3- sur les plantes Col-0 (n=12). B. Interpolation (Equation 2-2) des ratios
normalisés I458 / I561 par rapport aux valeurs obtenues dans la condition 0 NO3-, lors de la
séquence temporelle d’acquisition lors de l’échange de solution 0 NO3- à 30 NO3- sur les
plantes clca-3 (n=10). A et B. Les barres d’erreurss verticales représentent les écarts-types
des ratios moyens des stomates à un temps donné. Les barres d’erreurss horizontales
représentent les intervalles de temps pour un cycle d’acquisition comprenant 4 stomates
(entre 4 et 5 minutes). C. Concentration cytosolique calculée dans la solution 10 NO3- dans
les plantes Col-0 (n=15) et mutantes clca-3 (n=15). D. pH cytosolique calculé dans la solution
30 NO3- dans les plantes sauvages (n=15) et mutantes clca-3 (n=15). E. Concentration
cytosolique observée dans la solution 30 NO3- dans les plantes Col-0 (n=15) et mutantes clca-
3 (n=15). F. pH cytosolique mesuré dans la solution 30 NO3- dans les plantes Col-0 (n=15) et
mutantes clca-3 (n=15). C et E. Les barres d’erreurss correspondent aux écarts-types. D et F.
les barres correspondent à la moyenne et aux écarts-types. Test de Mann-Whitney : ns, p
0,184 ; ***, p < 0,0001
Les résultats obtenus dans les cellules de garde de plantes clca-3 ont ensuite été comparés
avec ceux obtenus sur cellules de garde de plantes Col-0 (Fig 1-29). De ces résultats, les
différences majeures qui en ressortent sur le mutant clca-3 sont l’absence de réaction au niveau
du pH dans la condition 30 NO3- et avec une cinétique d’entrée du nitrate dans le cytosol plus
rapide que celle observée dans les cellules de garde Col-0. L’interpolation des données
(Equation 1-7) des ratios anions normalisés par rapport aux valeurs obtenues dans la condition
0 NO3-, lors de la perfusion des conditions 0 NO3- et 30 NO3- chez les plantes du génotype Col-
0 (Fig. 1-29, A) et mutantes clca-3 (Fig. 1-29, B) montrent deux réponses différentes. Le mutant
clca-3 présente une constante de temps τ calculée à une valeur de 1,4 ± 0,3 minutes (Fig. 1-29,
B). Tandis que les cellules de garde de plantes du génotype Col-0 présentent une valeur τ de 14
± 2 minutes (Fig. 1-29, A). Cela revient à dire que l’augmentation du nitrate cytosolique est 10
fois plus rapide dans les cellules de garde de plantes clca-3 que dans celles du génotype Col-0.
La comparaison entre les concentrations cytosoliques calculées dans les cellules de garde de
plantes Col-0 et mutantes (clca-3) sont identiques lorsque le plateau est atteint. Dans le cas des
plantes Col-0 et clca-3, à 10 NO3- les concentrations moyennes calculées sont identiques à une
valeur de 3 ± 1 mM (Fig. 1-29, C), les concentrations moyennes sont identiques. A 30 NO3-,
les concentrations moyennes calculées dans les cellules de garde de plantes Col-0 et clca-3,
sont toutes deux à 8 ± 3 mM (Fig. 1-29, E). Concernant le pH, aucune différence significative
entre les plantes mutantes clca-3 et Col-0 n’est remarquée dans la solution 10 NO3- (Fig. 1-29,
D). Cependant, dans la solution 30 NO3-, le pH est significativement plus élevé dans les cellules
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de garde des plantes mutantes (Fig. 1-29, F). Dans le cytosol des cellules de gardes des plantes
Col-0, le pH est proche d’une valeur de 6,8 alors que le cytosol des plantes mutantes clca-3,
présente un pH plus basique, proche de 7,2 (Fig. 2-27, F).
5.5.2. Mesures des flux d’ions nitrate et de variation pH
sur un mutant slac1-3, un canal de la membrane
plasmique
Figure 1-30. Mesures des flux d’ions nitrate en absence de variations de pH dans les
cellules de garde de plantes exprimant clopHensor dans un fond mutant slac1-3, obtenues
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par croisement avec la lignée H13.2, en condition d'équilibre osmotique. A. Cartes
ratiométriques (I488 / I458) d’un stomate type durant une séquence temporelle d’acquisition
lors de la perfusion de solutions 0 NO3-, 10 NO3- et 30 NO3- dont l’osmolarité a été ajustée à
100 mosmol avec du sorbitol. Ces cartes ont été calculées par le ratio des images acquises
aux longueurs d’onde d’excitation 488 et 458 nm, correspondant au ratio pH. La LUT choisie
est illustrée et représente les ratios pH faibles (acides) en rouge tandis que les valeurs de
ratios pH élevés (basiques) sont en bleu. Les valeurs de ratio pH correspondant aux pH
proche de 7 sont représentées en jaune. B. Séquence temporelle de la moyenne des ratios
pH (I488 / I458) mesurés dans le cytosol des cellules de garde de 6 stomates, lors de la
perfusion des solutions 0 NO3-, 10 NO3- et 30 NO3- dont l’osmolarité a été ajustée à 100
mosmol avec du sorbitol. Les pH correspondant sont indiqués sur l’axe à droite. C. Séquence
temporelle de la moyenne des ratios anion (I458 / I561) mesurés dans le cytosol des cellules de
garde de 6 stomates, lors de la perfusion des solutions 0 NO3-, 10 NO3- et 30 NO3- dont
l’osmolarité a été ajustée à 100 mosmol avec du sorbitol. D. Concentrations de nitrate
cytosolique moyennes calculées (Chapitre 1, Equations 1-3 ; 1-4 et 1-5) pour chaque
stomates (n=6) dans ces conditions, et aux différents temps d’acquisition. Les barres
représentent la médiane et les interquartiles. E. Cartes ratiométriques (I458 / I561) d’un
stomate type durant une séquence temporelle d’acquisition lors de la perfusion de solutions
0 NO3-, 10 NO3- et 30 NO3- dont l’osmolarité a été ajustée à 100 mosmol avec du sorbitol. Ces
cartes ont été calculées par le ratio des images acquises aux longueurs d’onde d’excitation
458 et 561 nm. La LUT choisie représente les ratios anion faibles (concentrations élevées en
nitrate) en bleu tandis que les valeurs de ratios anion élevés (concentrations faibles en
nitrate) sont représentées en vert. A et E. L’échelle est de 5 µm et les chloroplastes
représentés en gris ne sont pas pris en compte dans l’analyse. B et C. Les barres d’erreurss
verticales représentent les écarts-types des ratios pH ou anion moyens des 6 stomates à
chaque temps. Les barres d’erreurss horizontales représentent les intervalles de temps pour
un cycle d’acquisition comprenant 4 stomates (entre 4 et 5 minutes).
La canal anionique SLAC1 présent à la membrane plasmique est responsable de la sortie
d’anions du compartiment cytosolique vers l’extérieur lors du processus de fermeture des
stomates. Ce canal est aspécifique, pouvant ainsi transporter aussi bien du nitrate que du
chlorure (Introduction, 3.1.). SLAC1 est exprimé au niveau de la membrane plasmique des
cellules de garde, son rôle dans le mécanisme de fermeture serait de dépolariser les cellules afin
d’activer les canaux potassiques à rectification sortante (GORK) (Introduction, Fig. I-4).
L’analyse du mutant slac1-3 présente, dans les conditions expérimentales que nous avons
utilisées, deux profils de réponses différents au niveau du ratio pH qui seront par conséquent
présentés séparément. Le premier profil retrouvé dans 6 stomates exprimant slac1-3 présente
une valeur de ratio pH stable au cours de la séquence temporelle d’acquisition (Fig. 1-30, A et
B). Cette valeur est comprise entre 3 et 3,5 correspondant à des valeurs de pH comprises entre
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7 et 7,2 (Fig. 1-30, B). La stabilité du ratio pH est également visible sur les cartes ratiométriques
d’un stomate type dont la couleur reste bleue quelle que soit la solution perfusée (Fig. 2-28, A).
Concernant le ratio anion, il présente un profil de réponse similaire à celui observé dans les
cellules de garde de plantes Col-0, avec une cinétique de diminution du ratio anion lors de la
perfusion de la solution 30 NO3- (Fig. 1-30, C). Cependant, la diminution du ratio anion est plus
faible dans le cas du mutant slac1-3 que pour le Col-0. Le ratio anion mesuré au dernier point,
au temps 90 minutes, en présence de 30 NO3- dans les cellules de garde slac1-3, est de 0,44 ±
0,07 ce qui représente une diminution de 32% (n=6) (Fig. 1-30, C) alors que, dans la même
condition, la diminution observée dans Col-0 est de 53% (Fig. 1-22, C). La diminution est
également visible sur les cartes ratiométriques d’un stomate type (Fig. 1-30, E). En effet, la
couleur dominante dans le cytosol reste dans les tons jaunes alors que dans les cellules de garde
des plantes Col-0, la couleur devient mauve (Fig. 1-30, E). La médiane des concentrations
mesurées dans le cytosol des cellules de garde de chaque stomate est de 4 mM dans la solution
de 30 NO3-. Dans la condition 10 NO3-, le ratio anion présente une diminution plus faible que
dans les cellules de garde de plantes Col-0 ce qui amène à estimer que la concentration
cytosolique reste en dessous du seuil de sensibilité de clopHensor et donc inférieure à 1 mM.
Le deuxième profil de réponse des cellules de garde de slac1-3 comprenant 7 stomates,
présente un profil très particulier. En effet, le ratio pH est très variable au cours de la séquence
temporelle d’acquisition en fonction des solutions perfusées (Fig. 1-31, A et B). Le ratio pH au
début de la séquence temporelle d’acquisition part d’une valeur de 1 ce qui est très bas et
correspond à la limite de sensibilité de clopHensor (Fig. 1-4) et donc à un pH ≤ à 6,3 ce qui est
extrêmement acide (Fig. 1-31, B). Lorsque ces mêmes cellules de garde sont en présence de la
condition 10 NO3-, le ratio pH passe à une valeur de 3 ce qui correspond à un pH de 7 (Fig. 1-
31, B). Le ratio pH oscille tout au long de la séquence temporelle d’acquisition entre ces deux
valeurs à chaque changement de solution (Fig. 1-31, B). Les cellules de garde passent ainsi d’un
pH acide ≤ 6,3 à un pH neutre, physiologique de 7 (n=7) (Fig. 1-31, B). La variation est aussi
visible sur les cartes ratiométriques d’un stomate type (Fig. 1-31, A). Les couleurs de la LUT
varient de rouge à jaune en fonction des valeurs respectivement faibles ou élevées des ratios pH
(Fig. 1-31, A). Un pH cytosolique aussi bas laisse penser que ces cellules de garde sont
probablement perméabilisées et que le pH s’équilibre ainsi dans le cytosol avec la solution
expérimentale de pH 5,8. Toutefois, la capacité de ces cellules de garde à « récupérer » un pH
physiologique en présence de 10 NO3- tend à éliminer l’hypothèse des membranes
perméabilisées. En effet, toutes les solutions expérimentales ont le même pH et donc une cellule
dont la membrane est perméabilisée devrait s’équilibrer avec le pH du milieu extérieur qui lui
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ne change pas. Il est donc possible que ces cellules de garde correspondent à une population de
cellules de garde dans le mutant slac1-3 qui aurait des propriétés membranaires fortement
altérées.
Concernant le ratio anion, celui-ci réagit de manière similaire avec celui des cellules de garde
de plantes Col-0, à l’exception de la réponse dans la condition 10 NO3-.  Pour  chacune  des
conditions contenant du nitrate, le ratio anion diminue (n=7) (Fig. 1-31, C). Cependant, Il est à
noter que le premier point, au temps 4 minutes de l’acquisition dans la condition 10 NO3-, se
comporte de manière singulière (Fig. 1-31, C). En effet, ce point, d’une valeur de ratio anion
de 0,24 ± 0,08 diminue brusquement, de 53%, par rapport à un ratio anion initial moyen de 0,51
± 0,02 (n=7) (Fig. 1-31, C). La valeur du ratio anion augmente progressivement jusqu’à 0,43 ±
0,06 soit une valeur plus faible par rapport au ratio initial de 14% (n=7) (Fig. 1-31, C). Dans la
condition 30 NO3-, la diminution du ratio anion suit une cinétique comme les cellules de garde
des  plantes  Col-0  (Fig.  1-22,  C  et  Fig.  1-31,  C).  Le  ratio  anion  au  dernier  point  dans  cette
solution est de 0,13 ± 0,02 soit une diminution de 74% par rapport au ratio anion initial moyen
(n=7) (Fig. 1-31, C). Cette diminution est bien plus forte que celle mesurée dans les cellules de
garde des plantes Col-0 qui était de l’ordre de 53% (Fig. 1-22, C). Ces variations sont visibles
sur les cartes ratiométriques d’un stomate type (Fig. 2-29, E). La forte diminution se retrouve
dans la concentration cytosolique calculée à partir des ratios anions (Fig. 1-31, D). Le premier
dans la solution 10 NO3- présente une médiane des concentrations calculées pour chaque
stomate qui est de 10 mM et termine à une valeur estimée ≤ à 1 mM. Pour la solution à 30 NO3-
, la médiane est calculée à 14 mM, soit deux fois plus que dans les cellules de garde des plantes
Col-0 qui est calculée à 7 mM.
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Figure 1-31. Mesures des flux d’ions nitrate dans le cas de variations de pH dans les
cellules de garde de plantes exprimant clopHensor dans un fond mutant slac1-3, obtenues
par croisement avec la lignée H13.2, en condition d'équilibre osmotique. A. Cartes
ratiométriques (I488 / I458) d’un stomate type durant une séquence temporelle d’acquisition
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lors de la perfusion de solutions 0 NO3-, 10 NO3- et 30 NO3- dont l’osmolarité a été ajustée à
100 mosmol avec du sorbitol. Ces cartes ont été calculées par le ratio des images acquises
aux longueurs d’onde d’excitation 488 et 458 nm, correspondant au ratio pH. La LUT choisie
est illustrée et représente les ratios pH faibles (acides) en rouge tandis que les valeurs de
ratios pH élevés (basiques) sont en bleu. Les valeurs de ratio pH correspondant aux pH
proche de 7 sont représentées en jaune. B. Séquence temporelle de la moyenne des ratios
pH (I488 / I458) mesurés dans le cytosol des cellules de garde de 7 stomates, lors de la
perfusion des solutions 0 NO3-, 10 NO3- et 30 NO3- dont l’osmolarité a été ajustée à 100
mosmol avec du sorbitol. Les pH correspondant sont indiqués sur l’axe à droite. C. Séquence
temporelle de la moyenne des ratios anion (I458 / I561) mesurés dans le cytosol des cellules de
garde de 7 stomates, lors de la perfusion des solutions 0 NO3-, 10 NO3- et 30 NO3- dont
l’osmolarité a été ajustée à 100 mosmol avec du sorbitol. D. Concentrations de nitrate
cytosolique moyennes calculées (Chapitre 1, Equations 1-3 ; 1-4 et 1-5) pour chaque
stomates (n=7) dans ces conditions, et aux différents temps d’acquisition. Les barres
représentent la médiane et les interquartiles. E. Cartes ratiométriques (I458 / I561) d’un
stomate type durant une séquence temporelle d’acquisition lors de la perfusion de solutions
0 NO3-, 10 NO3- et 30 NO3- dont l’osmolarité a été ajustée à 100 mosmol avec du sorbitol. Ces
cartes ont été calculées par le ratio des images acquises aux longueurs d’onde d’excitation
458 et 561 nm. La LUT choisie représente les ratios anion faibles (concentrations élevées en
nitrate) en bleu tandis que les valeurs de ratios anion élevés (concentrations faibles en
nitrate) sont représentées en vert. A et E. L’échelle est de 5 µm et les chloroplastes
représentés en gris ne sont pas pris en compte dans l’analyse. B et C. Les barres d’erreurss
verticales représentent les écarts-types des ratios pH ou anion moyens des 7 stomates à
chaque temps. Les barres d’erreurss horizontales représentent les intervalles de temps pour
un cycle d’acquisition comprenant 4 stomates (entre 4 et 5 minutes).
Les résultats obtenus sur les cellules de garde de plantes slac1-3 ont ensuite été comparés
avec ceux obtenus sur les cellules de garde de plantes Col-0 (Fig. 1-29). Le mutant slac1-3,
contrairement à clca-3, réagit de manière similaire aux plantes Col-0, de par la présence de la
cinétique d’augmentation de la concentration cytosolique du nitrate (Fig. 1-29, B et Fig. 1-32,
A, B et C). L’interpolation des données des ratios anions normalisés par rapport aux valeurs
obtenues dans la condition 0 NO3- ont été séparées selon les deux profils de réponse observés
dans les cellules de garde de slac1-3 afin de les comparer individuellement (Fig. 1-32, B et C).
Malgré leur similitude de cinétique, la constante de temps (τ) est plus rapide pour les deux
profils de slac1-3, que pour les cellules de garde de plantes Col-0 pour laquelle τ =14 ± 2
minutes (Fig. 1-32, A, B et C). En effet, l’estimation de valeur de constante de temps est de τ =
8 ± 2 minutes sur les cellules slac1-3 présentant un pH stable (Fig. 1-32, B) et de τ = 6 ± 1
minutes pour les cellules de garde de plantes slac1-3 dont le pH cytosolique est variable (Fig.
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1-32, C). Ainsi, dans les mutants slac1-3, le nitrate cytosolique présente une augmentation de
la concentration cytosolique de nitrate de presque deux fois supérieure à Col-0.
Figure 1-32. Comparaison des cinétiques d'entrée du nitrate et des concentrations
cytosoliques dans les cellules de garde de plantes Col-0 et mutantes slac1-3, en condition
d’équilibre osmotique. A. Interpolation (Equation 2-1) des ratios normalisés I458 / I561 par
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rapport aux valeurs obtenues dans la condition 0 NO3-, lors de la séquence temporelle
d’acquisition lors de l’échange de solution 0 NO3- à 30 NO3- sur les plantes Col-0 (n=15). B.
Interpolation (Equation 2-1) des ratios normalisés I458 / I561 par rapport aux valeurs obtenues
dans la condition 0 NO3-, lors de la séquence temporelle d’acquisition lors de l’échange de
solution 0 NO3- à 30 NO3- sur les plantes Col-0 (n=6). C. Interpolation (Equation 2-1) des
ratios normalisés I458 / I561 par rapport aux valeurs obtenues dans la condition 0 NO3-, lors de
la séquence temporelle d’acquisition lors de l’échange de solution 0 NO3- à 30 NO3- sur les
plantes Col-0 (n=7). A, C et B. Les barres d’erreurss verticales représentent les écarts-types
des ratios moyens des stomates à un temps donné. Les barres d’erreurss horizontales
représentent les intervalles de temps pour un cycle d’acquisition comprenant 4 stomates
(entre 4 et 5 minutes). D. Concentrations cytosoliques moyennes calculées dans la solution
10 NO3-, au dernier point de mesure dans les plantes Col-0 (t=27,5 minutes ; n=15) et
mutantes slac1-3 dont le pH est stable (t=32,5 minutes ; n=6) ou variable (t=32,5 minutes ;
n=7). E. Concentrations cytosolique moyenne calculées dans la solution 10 NO3-, au premier
point de mesure dans les plantes Col-0 (t=4 minutes ; n=15) et mutantes slac1-3 dont le pH
est stable (t=4 minutes ; n=6) ou variable (t=4 minutes ; n=7). F. Concentrations cytosolique
moyenne calculées dans la solution 30 NO3-, au dernier point de mesure dans les plantes
Col-0 (t=91 minutes ; n=15) et mutantes slac1-3 dont le pH est stable (t=89,7 minutes ; n=6)
ou variable (t=93 minutes ; n=7). Les barres d’erreurss correspondent aux écarts-types. Test
Mann-Whitney : ns, p > 0,1 ; *, p < 0,05 ; **, p < 0,01 ; ***, p < 0,001.
Concernant les concentrations de nitrate, dans la condition 10 NO3-, au niveau du dernier
point analysé, aucune différence significative n’est observée entre les plantes Col-0 (t = 27,5
minutes) et le mutant slac1-3 (t = 32,5 minutes) ayant un pH variable, la concentration moyenne
en nitrate dans les deux cas est respectivement de 3 ± 1 mM et de 2 ± 1 mM (n=7) (Fig. 1-32,
D). En revanche, le mutant slac1-3, ayant un pH stable, la concentration est significativement
plus faible, estimée ≤ à 1 mM (n=6) (Fig. 1-32, D). Toujours dans la solution 10 NO3-, le premier
point (t = 4 minutes) présente une différence de ratio anion et de concentration entre le mutant
slac1-3 ayant un pH variable et celui au pH stable et Col-0 (Fig. 1-32, E). En effet, les cellules
de garde slac1-3 dont le pH varie présentent une concentration moyenne de 9 ± 3 mM (Fig. 1-
32, E). Tandis que les cellules de garde de plantes Col-0 et slac1-3 ayant un pH stable présentent
une concentration à la limite de sensibilité de clopHensor, soit respectivement à 2 et estimée ≤
à 1 mM (Fig. 1-32, E). Dans la condition 30 NO3-, les cellules de garde slac1-3 au pH variable
et stable ont une concentration cytosolique moyenne de respectivement de 14 ± 2 et 4 ± 2 mM
alors que pour le sauvage, elle est de 8 ± 3 mM (Fig. 1-32, F).
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5.6. Mesures des variations du pH cytosolique en présence
d’une phytotoxine
Les parties précédentes amènent beaucoup d’informations nouvelles sur les cinétiques
d’entrée et de sortie du nitrate dans les cellules de garde. Cependant elles ont été menées sur
des stomates issus de plantules cultivées in vitro. Nous avons donc voulu étudier les flux de
nitrate et de protons dans des cellules de garde issues de plantes cultivées en chambre de culture
sur du terreau. Pour ce faire, nous avons choisi d’étudier le processus d’ouverture induit par la
phytotoxine, fusicoccine. La fusicoccine est un composé organique produit par un champignon,
Fusicoccum amygdali. Cette phytotoxine est connue pour stimuler l’activité des pompes à
protons (P-ATPase) ce qui engendre une acidification de l’apoplasme (Marre, 1979). La sortie
des protons provoque une hyperpolarisation du potentiel membranaire permettant l’activation
des canaux potassiques à rectification entrante (KAT1 et KAT2) responsables de l’entrée d’ions
potassium (K+) provoquant ainsi une hyperpolarisation du potentiel membranaire des cellules
de garde (Introduction, Fig. I-4) (Pilot et al. 2001; Assmann 1985). La fusicoccine est
couramment utilisée pour induire l’ouverture des stomates. Ces caractéristiques en font un outil
très utile pour mesurer les flux de protons qui ont lieu lors d’un processus physiologique, en
l’occurrence, l’ouverture stomatique.
A cette fin, des plantes exprimant clopHensor sont cultivées en chambre de culture sur du
terreau, dans des conditions jours courts soit 8 heures de lumière. Il est de ce fait impossible de
contrôler la concentration en nitrate dans les cellules de garde. Les épidermes de feuilles de ces
plantes sont préparés à l’obscurité 2 heures avant l’heure de l’allumage des lumières en chambre
de culture. Ces épidermes sont mis dans la solution 0 NO3-, avec 10 µM DMSO. Cette solution
est changée avec du 10 NO3- + 10 µM DMSO qui sera échangée avec la solution 10 NO3- + 10
µM fusicoccine qui sera maintenue jusqu’à la fin de la séquence d’acquisition. Ce système
d’acquisition s’effectue selon la séquence temporelle d’acquisition et de perfusion présentés en
figure 1-16 et sur le Schéma 1-6.
Les résultats obtenus sur 3 stomates, dont un seul est présenté dans la Figure 1-33, montrent
une variation brusque du ratio pH lorsque la solution contenant la fusicoccine est perfusée (Fig.
1-33, C). Le ratio pH mesuré après l’ajout de fusicoccine est d’une valeur de 4,3 alors qu’avant
la perfusion, il était à une valeur de 3,7 (Fig. 1-33, C). Cette augmentation du ratio pH est de
l’ordre de 16% et est transitoire, le ratio pH diminue progressivement pour revenir à sa valeur
initiale (Fig. 1-33, C). La valeur du pH est calculée à 7,7 suite à l’ajout de la fusicoccine (Fig.
1-33, C).
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Concernant le ratio anion, il est d’une valeur moyenne de 0,33 ± 0,03 dans la solution 0 NO3-
+ 10 µM DMSO (Fig. 1-33, D). La perfusion de la solution 10 NO3- + 10 µM DMSO induit
une diminution du ratio anion à 0,23 ce qui revient à une diminution de 31% (Fig. 1-33, D).
Lorsque la fusicoccine est perfusée, ce ratio anion reste stable jusqu’à la fin de la séquence
temporelle d’acquisition (Fig. 1-33, D). La concentration de nitrate cytosolique initiale, dans 0
NO3-,  avec  10  µM  DMSO  est  calculée  à  3  mM  (Fig.  1-33,  E).  La  concentration  en  nitrate
cytosolique augmente lorsque le stomate est en présence de la condition 10 NO3- + 10 µM
DMSO, alors calculée à une valeur de 11 mM (Fig. 1-33, E). Après ajout de la fusicoccine (10
NO3-+ 10 µM fusicoccine), elle est calculée à 19 mM, soit une augmentation de 42% par rapport
à  la  condition  10  NO3- +  10  µM  DMSO  (Fig.  1-33,  E).  A  la  fin  de  la  séquence  temporelle
d’acquisition, la concentration diminue jusqu’à une valeur de 14 mM (Fig. 1-33, E).
En parallèle de ces variations de pH et de concentration en nitrate cytosolique, une
réorganisation à l’échelle subcellulaire est observée, tout au long de la séquence temporelle
d’acquisition. Au début de l’acquisition, lorsque le stomate est fermé, la vacuole est fragmentée
(Fig. 1-33, A). L’organisation subcellulaire des cellules de garde change lorsque le stomate
s’ouvre, en présence de la fusicoccine. En effet, 30 minutes après l’ajout de fusicoccine, les
fragments de vacuoles ont fusionné et occupent la majeure partie de la cellule, le cytosol est
réparti au niveau de la membrane plasmique (Fig. 1-33, B). De même que la surface de l’ostiole
s’est élargie en conséquence de la turgescence des cellules de garde due à l’entrée d’ions dans
les cellules de garde (Fig. 1-33, B).
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Figure 1-33. Mesures des variations de pH suite à l’ajout de la phytotoxine,
fusicoccine sur un stomate de plante exprimant clopHensor dans un fond Col-0. A et B.
Images de la fluorescence détectée par excitation à la longueur d’onde 488 nm et détectée
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entre 500 et 550 nm et en lumière transmise du même stomate à deux temps différents,
t=11 minutes (A) et t=82 minutes (B) avant après perfusion de fusicoccine. Echelle : 5 µm. C.
Séquence temporelle d’acquisition des ratios pH (I488 / I458) mesurés dans le cytosol des
cellules de garde d’un stomate lors de la perfusion des solutions 0 NO3- + DMSO, 10 NO3- +
DMSO et 10 NO3- + fusicoccine toutes les solutions sont ajustées à 105 mosmol. Le pH
correspondant est indiqué sur un axe y à droite. D. Séquence temporelle d’acquisition des
ratios anion (I458 / I561) mesurés dans le cytosol des cellules de garde d’un stomate lors de la
perfusion des solutions 0 NO3- + DMSO, 10 NO3- + DMSO et 10 NO3- + fusicoccine. E.
Concentration de nitrate cytosolique calculée (Chapitre 1, Equations 1-3 ; 1-4 et 1-5) dans
ces conditions, et aux différents temps d’acquisition. Toutes les solutions sont ajustées à 105
mosmol avec du sorbitol. La flèche indique le temps du début de l’observation de l’ouverture
du stomate.
6. Discussion
Les données obtenues sur les flux de nitrate et de protons dans les cellules de gardes montrent
clairement que la [NO3-]cyt et le pH sont fortement influencés par les conditions extracellulaires.
En effet, la présence de nitrate à l’extérieur de la cellule engendre une augmentation de la [NO3-
]cyt avec  une  cinétique  plus  ou  moins  rapide  en  fonction  des  conditions.  Les  conditions
expérimentales utilisées, plantes ayant germé et poussé en absence de nitrate, favorisent l’entrée
de nitrate dans les cellules ne serait-ce que par un effet de gradient électrochimique. En effet,
l’absence quasi-totale de nitrate dans les cellules en début d’expérience génère un gradient de
[NO3-] très élevé entre l’extérieur et l’intérieur de la cellule lorsque le nitrate est ajouté. Un des
résultats que nous avons obtenu est que la cinétique de la variation de [NO3-]cyt observée dépend
de l’osmolarité de la solution extracellulaire. Si l’ajout de nitrate est effectué en maintenant une
pression osmotique stable (Fig. 1-22) la cinétique est plus lente que si l’ajout s’accompagne
d’un changement de pression osmotique du milieu (Fig. 1-19). De plus, l’entrée de nitrate est
plus importante lorsque l’ajout est effectué avec un gradient osmotique que lorsque la pression
osmotique est maintenue stable. Cette différence peut s’expliquer par la présence de canaux
activés par la tension de membrane (elle-même modifiée par la différence de pression
osmotique) qui, permettraient une entrée massive et rapide du nitrate dans la cellule. Un autre
aspect remarquable des expériences que nous avons menées est que lorsque le nitrate
extracellulaire est ramené à une concentration nominale de 0 mM, la [NO3-]cyt s’écroule très
rapidement pour revenir à la valeur initiale, soit à un niveau < 1 mM. Cette diminution est la
même quelle que soit l’osmolarité. Cependant, la rapidité de cette cinétique est à la limite de
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détection de notre système d’acquisition limitant ainsi notre capacité d’analyse de cette
composante.
Dans les paragraphes suivants, nous nous focaliserons sur les changements de solutions pour
lesquelles la pression osmotique ainsi que le pH des solutions extracellulaires ont été maintenus
constants. L’avantage de garder constante la pression osmotique et le pH est de manipuler une
seule variable, la [NO3-] extracellulaire, et donc de disposer d’un système expérimental
simplifié qui permette de mieux comprendre les flux de nitrate et H+ dans les cellules de garde.
Les flux d’ions au travers d’une membrane biologique peuvent être de type passif, générés
par des canaux ioniques et de type actif, générés par des pompes, échangeurs et symports. Dans
les deux cas, différents paramètres entrent en jeu pour définir les flux. Les flux passifs sont
dirigés par le gradient électrochimique de l’espèce ionique transportée et régulés par les
caractéristiques biophysiques des canaux ioniques impliqués (conductance, nombre, probabilité
d’ouverture). Les flux actifs sont dépendants des propriétés biophysiques des systèmes de
transport (nombre, rapidité du « turnover », régulations) et aussi du gradient électrochimique
de/des espèces transportées (bien qu’ils marchent en direction opposée au gradient). Cependant,
dans le cas des transporteurs actifs la dépendance des gradients diffère en fonction du
mécanisme de transport mis en jeu, pompe ATPase, antiport ou symport.
A partir de la définition de l’origine des flux d’ions, il est possible de considérer les
variations de concentrations de nitrate et protons dans le cytosol comme la résultante des
différents flux de nitrate qui opèrent au niveau des principales membranes des cellules de garde.
Pour essayer de rationaliser les données que nous avons obtenues, nous pouvons simplifier, au
premier abord, notre système expérimental en un système à trois compartiments : les deux
compartiments intracellulaires principaux des cellules de garde, le cytosol et la vacuole, et un
compartiment extracellulaire, l’apoplasme. Dans ce contexte, le cytosol est le compartiment le
plus petit et est situé entre la membrane vacuolaire et la membrane plasmique. De par sa
position le cytosol est à l’interface du principal compartiment intracellulaire (la vacuole) et du
milieu extracellulaire. Dans nos expériences, nous avons exprimé clopHensor dans le cytosol,
ce qui nous a permis de détecter les variations [NO3-]cyt et  [H+]cyt qui résultent des échanges
entre l’apoplasme, le cytosol et la vacuole. Dans les figures 1-34 et 1-35, nous définissons les
flux unidirectionnels au travers des membranes plasmique et vacuolaire opérant entre les trois
compartiments pour une espèce ionique comme : (Fig. 1-34, A et 1-35, A):
Fa-c, flux apoplasme-cytosol
Fc-a, flux cytosol-apoplasme
Fc-v, flux cytosol-vacuole
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Fv-c, flux vacuole-cytosol
Ces flux unidirectionnels sont eux-mêmes composés des flux unidirectionnels générés par
les mécanismes de transport passifs et actifs.
Si on repart de notre schéma expérimental, un protocole d’acquisition se compose de
l’échange de la solution apoplastique de 0 NO3- à 10 NO3- suivi d’un retour à 0 NO3- et, dans
un deuxième temps, de 0 NO3- à  30  NO3- suivi  d’un  retour  à  0  NO3- (Fig. 1-34). Nos
observations montrent que dans les cellules de garde issues de plantes Col-0 le passage de 0 à
10 NO3- engendre une variation de [NO3-]cyt qui est légèrement supérieure au seuil de détection
de clopHensor, qui atteint une concentration d’environ 3 mM de NO3-. Différemment, le
passage 0 à 30 NO3- provoque un changement net de la [NO3-]cyt (avec une valeur moyenne
finale d’environ 8 mM) et avec une cinétique d’augmentation de [NO3-]cyt relativement lente (τ
=  14  ±  2  min).  L’augmentation  de  la  [NO3-]cyt est  accompagnée  d’une  diminution  nette  et
parallèle du pH cytosolique. L’ensemble de ces caractéristiques font de la condition 30 NO3-
une condition très intéressante pour l’étude des mécanismes de transport d’anions et H+ dans
les cellules de garde.
 Après le changement de solution de 0 à 30 NO3- on observe une phase où la [NO3-]cyt est
croissante (situation 1 Fig. 1-34, G). Juste au début de cette phase les flux de nitrate dominants
sont Fa-c et Fc-v (Fig. 1-34, A). En effet, la très faible teneur en nitrate dans la cellule rend le Fv-
c et le Fa-c négligeables. Le fait que la [NO3-]cyt augmente progressivement indique que lors de
cette phase, Fa-c a tendance à être plus élevé que Fc-v. De plus, l’acidification progressive du
cytosol de 0,4 unité pH en parallèle de l’augmentation de la [NO3-]cyt suggère que des
mécanismes de transport d’anions couplés aux protons sont impliqués dans cette phase.
Cependant, à ce stade il n’est pas possible de discerner les mécanismes de transport qui se
passent à la membrane plasmique ou vacuolaire.
 Au cours du temps, lorsque 30 NO3- est maintenu à l’apoplasme la [NO3-]cyt augmente de
même qu’on s’attend à ce que la concentration vacuolaire de NO3- augmente aussi.
L’augmentation des concentrations dans les compartiments intracellulaires rend les deux flux
Fc-a et Fv-c susceptibles de prendre de l’importance. En fin de phase 1 on observe que la [NO3-
]cyt et le pH cytosolique ont rejoint un plateau (phase 2 Figure 1-34, B et G). La [NO3-]cyt se
stabilise à environ 8 mM. Une caractéristique de la phase 2 est qu’il s’y établit un équilibre
dynamique entre les flux Fa-c, Fc-v, Fc-a et Fv-c. Cette phase se caractérise par une [NO3-]cyt dont
la valeur dépend des contributions relatives de chacun des mécanismes qui permettent les flux
de nitrate au niveau des membranes plasmique et vacuolaire.
Chapitre 1
134
 La phase 3 correspond au changement de condition entre 30 NO3- et 0 NO3-, on observe une
brusque chute de la [NO3-]cyt accompagnée d’une tout aussi brusque augmentation du pH (Fig.
1-34, G). La cinétique de cette phase est très rapide, à la limite de détection du système
d’acquisition, ce qui rend difficile son interprétation (situation 3, Fig. 1-34, C et G). Cependant,
il est possible d’affirmer que cette diminution est probablement liée à l’intensification des flux
Fc-v, Fc-a et Fv-c (Fig. 1-34, C).
 Un tel profil de variation de la [NO3-]cyt au cours de la série temporelle avec trois phases
distinctes : augmentation progressive de la concentration, plateau et une diminution rapide de
la [NO3-]cyt dès lors que le nitrate extracellulaire est retiré, interroge sur les mécanismes qui
sont impliqués. Pourquoi y a-t-il une cinétique d’entrée lente alors que la cinétique de sortie de
nitrate est très rapide ? La diminution de la concentration en nitrate cytosolique est-elle due à
la sortie du nitrate dans l’apoplasme ou bien à l’entrée de nitrate dans la vacuole ? De plus les
variations de [NO3-]cyt vont à l’encontre d’une notion largement répandue qui veut que le nitrate
cytosolique soit un paramètre relativement stable (Miller et al. 1991; Miller & Smith 1996).
Afin de disséquer les contributions relatives des membranes vacuolaires et plasmiques dans
les réponses que nous avons pu mesurer, nous avons utilisé des plantes KO pour des mutants
de transporteurs d’anions qui sont localisés au niveau de ces deux membranes. Il existe
plusieurs systèmes de transports capables de transporter le NO3- dans les cellules de garde
(Introduction, Fig. I-4) (Roelfsema and Hedrich, 2005; Barbier-Brygoo et al., 2011).
Néanmoins, les principales protéines membranaires capables de transporter le nitrate et qui sont
exprimées dans les cellules de garde sont AtCLCa sur la membrane vacuolaire et SLAC1 sur la
membrane plasmique. Nous avons donc décidé d’exprimer clopHensor dans les mutants KO
clca-3 et slac1-3. Le mutant clca-3 n’exprime pas l’échangeur vacuolaire nitrate:proton CLCa
(DeAngeli et al., 2006) ce qui permettrait d’évaluer l’implication des flux vacuolaires sur les
réponses NO3- et pH que nous avons obtenues. Le mutant slac1-3 n’exprime pas le canal
anionique SLAC1 à la membrane plasmique (Negi et al., 2008) et permet donc d’analyser
l’influence des flux de la membrane plasmique dans notre système.
AtCLCa est connu pour être impliqué dans l’accumulation du nitrate dans la vacuole, les
mutants clca présentent une ouverture des stomates induite par la lumière incomplète et il a été
également montré qu’AtCLCa est impliqué dans la régulation de la fermeture induite par l’ABA
(Wege et al., 2014). Le transport de nitrate en échange de protons dans la vacuole par le
transporteur CLCa pourrait être responsable des flux entre le cytosol et la vacuole, Fc-v et Fv-c.
Nous avons observé, en suivant le même protocole utilisé en plantes Col-0, que les cellules de
garde de clca-3 présentent, juste après le changement des conditions apoplastiques de 0 NO3- à
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30 NO3-, une phase croissante (phase 1) nettement plus rapide (τ = 1,4 ± 0,3 minutes) que les
cellules de garde Col-0 (situation 1 Fig. 1-34, G). En d’autres termes, la [NO3-]cyt rejoint une
valeur de concentration plateau plus rapidement, ce qui est en accord avec une réduction du
flux Fc-v qui drainerait le cytosol. Ces données montrent donc que la réduction de la capacité de
transport du nitrate du tonoplaste impacte directement la régulation de la [NO3-]cyt,  le  nitrate
entrerait dans le compartiment cytosolique et y resterait sans pouvoir être transféré dans la
vacuole. Etonnamment, dans le mutant clca-3 nous n’avons pas pu observer d’acidification du
cytosol comme dans les cellules de garde de plantes Col-0 en parallèle de l’augmentation de la
[NO3-]cyt. Cette observation nous amène à conclure que l’acidification du cytosol constatée dans
les cellules Col-0 est à relier à l’activité d’échange NO3-/H+ d’AtCLCa au niveau de la vacuole.
De plus, l’augmentation de la cinétique de la [NO3-]cyt observée chez clca-3 illustre
l’importance de coordonner les flux de la membrane plasmique et vacuolaire (Fig. 1-34, D).
Chez le mutant clca-3, la  phase  du  plateau  met  en  jeu  principalement  les  flux  entre  les
compartiments  cytosolique  et  de  l’apoplasme,  Fa-c et  Fc-a puisque l’antiport CLCa n’est pas
présent à la membrane vacuolaire (Fig. 1-34, E). Il n’est toutefois toujours pas exclu que
d’autres mécanismes de transports soient impliqués de manière minoritaire entre les
compartiments cytosolique et vacuolaire, représentés par les flux Fc-v et Fv-c (Fig. 1-34, E). Il
est intéressant de noter que la valeur de concentration en nitrate du plateau est, comme dans
Col-0, de 8 mM. La question découlant de cette observation est donc : pourquoi le nitrate ne
s’accumule-t-il pas dans le compartiment cytosolique puisqu’il n’est plus stocké dans la
vacuole ?
L’explication est probablement une conséquence de la présence de différents systèmes de
transport dans les membranes plasmique et vacuolaire. Si un transporteur actif était responsable
de l’entrée de nitrate dans le cytosol au travers de la membrane plasmique nous pourrions nous
attendre à l’accumulation d’ions nitrate dans le cytosol. Or ce n’est pas le cas, puisque la
concentration mesurée chez le mutant clca-3 est la même que celle mesurée chez le Col-0 (Fig.
1-29, E). De plus, nos données suggèrent que dans notre modèle expérimental l’entrée de NO3-
à la membrane plasmique (Fa-c) n’implique pas (ou très peu) de transporteur actif secondaire de
type symport anions/H+ puisque la totalité de l’acidification serait due à AtCLCa. Nos
observations suggèrent donc que l’entrée du nitrate au niveau de la membrane plasmique est
effectuée par un transport passif, par des canaux ioniques.
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Figure 1-34. Représentation des flux d’ions nitrate lors du changement de conditions 0
NO3- à 30 NO3- dans les cellules de garde de plantes Col-0 et du mutant clca-3. A, B et C.
Détails des flux ayant lieu au cours des trois phases de variation de concentration en ions
nitrate dans les cellules de plantes Col-0. D, E et F. Détails des flux ayant lieu au cours des
trois phases de variation de concentration en ions nitrate chez le mutant clca-3. G.
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Représentation schématique de la variation de la concentration en nitrate cytosolique
détectées dans les cellules de garde de plantes Col-0 (en noir) et du mutant clca-3 (en bleu).
Le deuxième mutant qui a été analysé au cours de ce travail slac1-3 nous a permis de tester
le rôle de la membrane plasmique dans les réponses observées. SLAC1 est un canal qui
transporte aussi bien le chlorure que le nitrate (Schmidt and Schroeder, 1994; Schroeder, 1995).
Il a été montré que SLAC1 est responsable de l’efflux d’anions essentiel lors de la fermeture
des stomates, ce qui induit une dépolarisation du potentiel membranaire qui active ainsi des
canaux potassiques à rectification sortante (Zhen-Ming et al., 1997; Roelfsema et al., 2004).
Les résultats que nous avons obtenus avec le mutant slac1-3 présentent deux profils de réponses
différents.  Toutefois,  les  deux  profils  présentent  une  cinétique  de  la  variation  de  [NO3-]
similaire à celle observée dans les cellules de garde de plantes Col-0, suggérant que les mêmes
flux pourraient être impliqués. Ainsi, lors de la phase 1 croissante (situation 1, Fig. 1-35, G),
les flux impliqués sont ceux ayant lieu de l’apoplasme vers le cytosol Fa-c et du cytosol vers la
vacuole Fc-v, majoritaires par rapport aux flux Fc-a et Fv-c (Fig. 1-35, D), comme dans le cas des
cellules de garde de plantes Col-0 (Fig. 1-35, A). Une phase 2 de plateau (situation 2, Fig. 1-
35, G) est atteinte à l’équilibre des flux entre les trois compartiments, soit Fa-c, Fc-v, Fc-a et Fv-c
(Fig. 1-35, E).
Les deux profils obtenus avec le mutant slac1-3 diffèrent au niveau de la concentration
présente au plateau et au niveau du pH cytosolique mesuré. Dans un premier cas (Fig. 1-30), la
concentration moyenne en nitrate au plateau est de 4 mM (Fig. 1-30, D), soit moitié moins que
dans les cellules de garde de plantes Col-0 (Fig. 1-32, F), ce qui suggère un influx de nitrate Fa-
c réduit. Dans ce profil, le pH cytosolique reste stable à une valeur de 7,2 durant l’échange de
condition 0 NO3-et 30 NO3- (Fig. 1-30, B) et cette absence d’acidification suggère que l’antiport
CLCa, responsable de l’acidification du cytosol chez Col-0, n’est pas ou très peu actif.
Le deuxième profil des cellules de garde slac1-3 est opposé au premier et présente une [NO3-
]cyt moyenne au plateau de 14 mM, soit presque 2 fois plus que dans les cellules de garde de
plantes Col-0 (Fig. 1-32, F) et chez le mutant clca-3. De plus, ces cellules présentent un profil
pH surprenant qui oscille entre des valeurs allant de 7 à ≤ 6,3 ce qui est la limite de détection
de clopHensor. De telles variations questionnent sur leur origine. Est-ce la cellule qui n’est pas
viable ? Est-ce l’activité d’un autre système de transport qui est en cause ? Le fait que le pH de
ces cellules n’est pas fixe à un pH acide et que la structure subcellulaire paraisse dans la norme
suggèrent que ces cellules sont viables. L’origine de ces pH acides pourrait donc être que CLCa
(ou un autre antiport) présente une forte activité induite par la concentration élevée de nitrate
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dans la cellule qui acidifierait ainsi le cytosol. Le mutant slac1-3 aurait donc un équilibre des
flux de nitrate à la membrane plasmique altérée qui ne serait pas compensée par les
transporteurs vacuolaires. C’est ceci qui engendrerait une suraccumulation du NO3- dans le
cytosol. La présence de ces deux profils dans les cellules de garde exprimant slac1-3 suggèrent
l’existence de populations de cellules de garde différentes dans ce mutant. La mutation de
SLAC1 affecte différentes propriétés des cellules de garde comme notamment l’expression et
l’activité des canaux potassiques (Laanemets et al., 2013), il n’est donc pas impossible que dans
slac1-3 différents types de stomates existent. Cependant, il reste difficile de conclure quant au
rôle exact de SLAC1 dans la régulation des flux de nitrate dans ces conditions expérimentales.
Les données que nous avons obtenues sur la phase 3 (décroissante) de notre protocole
expérimental, le passage de 30 NO3- à  0  NO3-, montrent que la concentration revient à une
valeur bien inférieure à 1 mM et que cette diminution est accompagnée d’un retour, chez les
cellules de garde Col-0, à un pH plus élevé de 7. La cinétique de la phase décroissante est très
rapide, à la limite de notre détection dans tous les génotypes testés. Ceci suggère que ni CLCa
ou SLAC1 sont majoritairement impliqués dans cette phase. Néanmoins, le fait que l’absence
de CLCa n’a pas d’effet suggère que la diminution de la [NO3-] dans le cytosol n’est pas liée à
son entrée rapide dans la vacuole. Il reste donc la sortie par la membrane plasmique ou sa
réduction rapide par la nitrate réductase. SLAC1 qui est pourtant considéré comme étant
impliqué dans la sortie d’anions lors de la fermeture ne semble pas avoir un rôle dans ce
processus. Il est possible que ce soit son homologue SLAH3 (Zhang et al., 2016), lui aussi
exprimé à la membrane plasmique des cellules de garde des stomates, qui soit responsable de
cette sortie rapide du nitrate du cytosol.
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Figure 1-35. Représentation des flux d’ions nitrate lors du changement de conditions 0
NO3- à 30 NO3- dans les cellules de garde de plantes Col-0 et du mutant slac1-3. A, B et C.
Détails des flux ayant lieu au cours des trois phases de variation de concentration en ions
nitrate dans les cellules de plantes Col-0. D, E et F. Détails des flux ayant lieu au cours des
trois phases de variation de concentration en ions nitrate chez le mutant slac1-3. G.
Représentation schématique de la variation de la concentration en nitrate cytosolique
détectées dans les cellules de garde de plantes Col-0 (en noir) et du mutant slac1-3, lorsque
le pH est stable (en gris) ou lorsque le pH est variable (en vert).
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Chapitre 2 : Acquisition, analyse et
traitement des données favorables à la
quantification ratiométrique de la
fluorescence
1. Quantification ratiométrique de la fluorescence
L’utilisation d’un système ratiométrique requiert de mesurer avec précision le signal de
fluorescence détecté. Pour cela, un premier niveau d’action sur le réglage des paramètres
d’acquisition est constitué des puissances lasers. L’acquisition des images se fait à un niveau
de fluorescence en dessous de la limite de saturation de l’image c’est-à-dire au maximum de
l’intensité de fluorescence qui peut être détectée sans saturer le système de détection. Cela
permet également de gagner en précision dans les mesures des intensités dans chaque voxel
constituant l’image. Dans le cas de la ratiométrie, l’autre point important est la valeur du
dénominateur du ratio qui est calculé car une mauvaise quantification de cette mesure a une
influence non négligeable sur la valeur finale du ratio. En effet, si cette valeur d’intensité de
fluorescence est faible, le ratio va augmenter très rapidement jusqu’à tendre vers des valeurs
extrêmes et aberrantes. Cela implique l’optimisation de la détection des signaux de fluorescence
afin de pouvoir estimer avec précision la mesure des ratios.
Cependant, lors d’acquisitions in vivo, l’optimisation de la détection du signal de
fluorescence doit se faire sans augmenter la puissance du laser utilisé à des valeurs qui seraient
délétères pour les cellules. Afin de remédier à ce paradoxe, il est possible d’effectuer différents
réglages permettant d’augmenter le signal détecté en limitant la puissance des lasers. Parmi ces
réglages, il est possible d’utiliser des formats d’images qui combinés à une certaine ouverture
du diaphragme appelé « pinhole » permettent d’augmenter le volume des voxels et de
concentrer ainsi le signal de fluorescence dans chaque voxel. Une première partie de ce travail
in vivo a consisté à déterminer les paramètres d’acquisition et le traitement des images qui
permettent d’optimiser la quantification du signal fluorescent.
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En microscopie confocale, deux systèmes de détection de la fluorescence peuvent être
utilisés, les photomultiplicateurs et les détecteurs hybrides. La détection des photons s’effectue
au  niveau  de  la  cathode  du  détecteur  qui  convertit  les  photons  en  électrons.  Les
photomultiplicateurs (PMT) sont des détecteurs fonctionnant par amplification des électrons au
moyen de dynodes. Ces détecteurs PMT ont plusieurs désavantages comme la génération de
bruit de fond et sont peu sensibles pour des intensités de fluorescence élevées. Ce type de
détecteur n’est donc pas adapté pour faire de la quantification ratiométrique de fluorescence.
L’autre système de détection est un détecteur hybride qui amplifie les électrons par projection
sur un matériau semi-conducteur. Ce système d’amplification est plus rapide que les PMT et
permet une arrivée simultanée des électrons sur l’anode. Les détecteurs hybrides ne génèrent
pas de bruit de fond et ont une meilleure sensibilité. Ces détecteurs hybrides peuvent être utilisés
dans un mode de fonctionnement permettant le comptage de photons. C’est-à-dire que ce
détecteur comptabilise les photons émis dans chaque voxel. Les détecteurs hybrides en mode
comptage de photons sont particulièrement bien adaptés à la quantification de la fluorescence
et donc à la ratiométrie.
2. Format d’acquisition des images
Lors de l’acquisition des images, plusieurs réglages peuvent être effectués tels que le choix
du format de l’image et l’ouverture du pinhole. Ces deux réglages ont respectivement une
influence sur la surface et la profondeur des voxels. Nous avons donc effectué des tests sur des
protoplastes de cals incubés dans une solution à une valeur de pH fixée à 7 (Chapitre 1, 2.2)
pour mettre au point les conditions d’acquisitions.
2.1. Surface des voxels
Dans un premier temps, nous avons travaillé sur deux surfaces différentes de voxels 0,014
µm² et 0,057 µm², dont les formats d’images correspondant sont 512x512 et 256x256 pixels.
De manière à pouvoir estimer l’impact du paramètre testé (la surface du voxel) sur la
quantification de la fluorescence nous avons calculé l’erreur relative, c’est-à-dire le ratio entre
l’intensité moyenne de la fluorescence détectée et l’écart-type de la même fluorescence. Cette
erreur relative correspond au ratio de l’écart-type et de la moyenne de tous les voxels du cytosol
des protoplastes. L’erreur relative a été calculée pour chacune des longueurs d’onde
d’excitation utilisées avec clopHensor 561, 488 et 458 nm.
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Les erreurs relatives obtenues pour une surface de voxel de 0,014 µm², aux longueurs d’onde
d’excitation, 561, 488 et 458 nm, sont respectivement d’une valeur de 0,32 ; 0,38 et 0,54. Ces
valeurs sont de 0,27 ; 0,29 et 0,31 pour respectivement ces trois mêmes longueurs d’onde pour
une surface de voxel de 0,057 µm². Dans l’ensemble, les voxels avec une surface plus grande,
0,057 µm² ont une erreur relative plus faible que pour des voxels plus petits, 0,014 µm² (Fig. 2-
1, B). Cela s’observe pour toutes les longueurs d’onde d’excitation utilisées dans le cas de
clopHensor (Fig. 2-1, B, C et D). Comme attendu il s’avère que l’utilisation d’une surface de
voxel plus grande engendre une diminution de l’erreur relative ce qui indique une quantification
de la fluorescence plus précise. C’est pourquoi la surface de voxel choisie est de 0,057 µm²,
dont le format d’acquisition d’image correspondant est 256x256.
Figure 2-1. Comparaison des erreurs relatives pour deux surfaces de voxel, aux trois
longueurs d’excitation utilisées. A. Représentation 3D schématique d’un voxel. Les axes, x et
y en rouge symbolise la variation de surface du voxel testée. B, C et D. Erreurs relatives
mesurées pour deux surfaces de voxels (0,014 et 0,057 µm2) dans chacune des longueurs
d’onde d’excitation, 561 (B), 488 (C) et 458 nm (D). Pour 0,014 µm2 (n = 15) et pour 0,057
µm2 (n = 12). Les erreurs relatives correspondent au ratio de l’écart type et de la moyenne
des intensités de fluorescence détectée.
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2.2. Profondeur des voxels
Le deuxième paramètre pouvant permettre d’augmenter le signal de détection de la
fluorescence sans pour autant augmenter la puissance du laser est un diaphragme, aussi nommé
« pinhole ». L’ouverture de ce « pinhole » est responsable de « l’effet confocal ». En effet,
lorsque celui-ci est ouvert à 1 unité Airy lors d’une observation au microscope confocal, seul
le signal provenant du plan focal est détecté, ce qui a pour conséquence d’apporter une grande
netteté à l’image. Ce diaphragme sert de filtre permettant de récupérer uniquement la lumière
émise par les fluorophores présents dans le plan focal sélectionné. De ce fait, lorsque le
« pinhole » est ouvert à des valeurs d’unités Airy plus élevées le signal fluorescent qui sera
détecté proviendra d’une section optique plus épaisse. De cette façon, la résolution spatiale sur
l’axe z sera diminuée mais l’intensité de la fluorescence détectée dans chaque voxel sera
augmentée. Nous avons donc testé plusieurs ouvertures de « pinhole » allant de 1 à 3 unités
Airy afin de déterminer l’influence de ce paramètre sur la quantification des signaux
fluorescents dans nos conditions expérimentales.
Les résultats que nous avons obtenus montrent que l’ouverture du « pinhole » à des valeurs
2 et 3 unités Airy a une influence sur l’erreur relative qui devient plus faible que pour une
ouverture à 1 unité Airy responsable de « l’effet confocal » (Fig. 2-2, B, C et D). Entre 2 et 3
unités Airy, la différence d’erreur relative est faible aux trois longueurs d’onde d’excitation,
c’est-à-dire inférieure à 0,1. L’objectif de ce travail étant de mesurer dans le compartiment
cytosolique des concentrations en anions et les valeurs pH, le choix s’est porté sur l’ouverture
de 3 unités Airy. Nous avons donc mené des acquisitions d’images en utilisant une section
optique d’une épaisseur de 2,368 µm contre 0,896 µm pour 1 unité Airy.
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Figure 2-2. Comparaison des erreurs relatives pour trois ouvertures de « pinhole » (airy). 1
airy (n = 18), 2 airy (n = 13) et 3 airy (n = 7), aux trois longueurs d’excitation utilisées, 561,
488 et 458 nm. A. Représentation 3D d’un voxel. L’axe z, en rouge symbolise la profondeur
du voxel testée. B, C et D. Erreurs relatives mesurées pour trois ouvertures de « pinhole » (1,
2 et 3 airy) dans chacune des longueurs d’onde d’excitation, 561 (B), 488 (C) et 458 nm (D).
Les erreurs relatives correspondent au ratio de l’écart type et de la moyenne des intensités
de fluorescence détectée.
Au cours de ce travail, toutes les images ont été acquises avec un format d’image de 256x256
et avec un « pinhole » ouvert à 3 unités Airy. Le choix de ces paramètres permet de maintenir
des lasers à des puissances qui ne sont pas délétères aux cellules tout en récoltant plus de signal
dans chaque voxel, permettant ainsi une quantification plus précise du signal dans chaque voxel.
En effet, l’augmentation du volume des voxels augmente la quantité de biosenseur dans chaque
voxel et par conséquent, le signal fluorescent émis.
3. Prise en compte de la variabilité d’expression de
clopHensor dans les cellules végétales
Dans le cas de mesures in vivo (Fig. 2-3), la variabilité biologique est un paramètre important
à prendre en considération. Le système permettant la surexpression du biosenseur de manière
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ubiquitaire dans la plante ne permet pas de contrôler précisément le niveau d’expression dans
chaque cellule. Dans le cas de clopHensor le niveau d’expression peut être estimé par la
fluorescence détectée suite à l’excitation à la longueur d’onde 561 nm correspondant à la
fluorescence émise par la DsRed qui est indépendante du pH et des concentrations en ions
chlorure et nitrate (Chapitre 1, 1.2). La variabilité du niveau d’expression est facilement visible
sur des protoplastes de cals (Fig. 2-4, A). Plusieurs protoplastes de cals ont été imagés à une
puissance de laser fixe (n = 52) (Fig. 2-4, A). Il est possible de noter que chaque cellule présente
une intensité de fluorescence différente qui reflète les différents niveaux d’expression du
biosenseur. Cette variabilité implique que les puissances des lasers d’excitation sont
susceptibles de changer d’une cellule à l’autre lors des mesures in vivo pour avoir une intensité
de fluorescence suffisante pour la quantification ratiométrique.
Figure 2-3. Séquences d’acquisition des images aux trois longueurs d’onde d’excitation
561, 488 et 458 nm. Acquisition de protoplastes de cals.
Une méthode peut être utilisée pour normaliser le signal de fluorescence mesuré dans le
cytosol par rapport à la puissance des lasers d’excitation. Cette méthode consiste à normaliser
l’intensité de fluorescence détectée par l’intensité du signal lumineux mesuré sur les images
prises simultanément sur le détecteur PMT-trans (Fig. 2-3), c’est-à-dire l’image générée en
lumière transmise. En effet, l’intensité lumineuse mesurée sur cette image traduit la puissance
du laser utilisée pour l’acquisition des images de fluorescence. Pour que cette mesure soit
utilisable, il a été nécessaire de vérifier la linéarité de la relation entre la puissance de chacun
des lasers utilisés et l’intensité lumineuse détectée avec le PMT-Trans (Fig. 2-4, B) Nos
résultats montrent que les mesures effectuées sur le détecteur PMT-Trans augmentent de
manière linéaire avec l’augmentation de la puissance des lasers (Fig. 2-4, B). De la même façon,
nous avons vérifé que l’intensité de la fluorescence émise par clopHensor augmente de façon
linéaire avec l’augmentation de la puissance des lasers d’excitation (Fig. 2-4, C, D et E). Pour
chacun des lasers, la linéarité est présente. Cela signifie que le système de correction des
puissances laser avec les intensités mesurées sur le PMT-Trans peut être utilisé.
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Figure 2-4. Variabilité d’expression de clopHensor in vivo et linéarité de la puissance des
lasers et de la fluorescence détectée. A. Histogramme de distribution des protoplastes (n =
52) en fonction de l’intensité de fluorescence détectée à la longueur d’onde d’excitation 561
nm. Image d’un protoplaste de cals à la longueur d’onde d’excitation 561 nm (échelle : 10
µm). B. Intensité de laser détecté en lumière transmise pour des puissances de laser
croissante, pour les différentes longueurs d’onde d’excitation utilisées, 458 (en bleu), 488
(en pointillés vert) et 561 nm (en rouge). C, D et E. Intensités de fluorescence détectées aux
longueurs d’onde d’excitation 561 (C), 488 (D) et 458 nm (E). Intensités mesurées dans le
cytosol d’un protoplaste représentatif en conditions identiques à celles utilisées pour la
Figure 1-20.
Nous avons voulu tester l’efficacité et la robustesse de ce système de correction lors du calcul
des ratios des intensités de fluorescence et pour ce faire nous avons choisi d’utiliser les billes
de sépharose avec clopHensor à leur surface. Nous avons effectué les mesures sur les billes de
sépharose à pH 7,4 (Chapitre 1, 2.2 et Fig. 2-5). La puissance du laser d’excitation utilisée pour
la longueur d’onde 458 nm a été maintenue fixe pour les quatre temps d’acquisitions (Fig. 2-5,
A). Tandis que celle à 561 nm a été diminuée après le deuxième point d’acquisition, comme le
montre les valeurs d’intensités lumineuses détectées sur l’image en lumière transmise (Fig. 2-
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5, B).  Le ratio anion (I458 /  I561) pour chacun des temps d’acquisition montre que les valeurs
sont stables malgré le changement d’une puissance laser (Fig. 2-5, C). Ce résultat montre que
le facteur de correction calculé à partir du ratio anion (I561 / I458) des intensités mesurées sur les
images acquises avec le détecteur PMT-Trans est efficace pour corriger la variation des
puissances d’excitation.
Figure 2-5. Système de correction des intensités des lasers, avec les intensités détectées en
lumière transmise. A et B. Intensités moyenne (n = 3) du laser détectées en lumière
transmise aux longueurs d’onde d’excitation 458 (A) et 561 nm (B). C. Ratio anion des
intensités I458 / I561 corrigées par le ratio des intensités détectées en lumière transmise I561 /
I458. Les barres d’erreurss représentent les écarts-type.
4. Traitement des images
4.1. Seuillage
La principale source d’incertitude sur la quantification du signal fluorescent en microscopie
confocale est le « shot noise » qui limite le rapport signal sur bruit (S/N) d’une image. Le
phénomène du « shot noise » est une conséquence du fait que le nombre de photons émis par
un certain nombre de fluorophores (np) détectés dans chaque voxels dans un intervalle de temps
donné suit une distribution de Poisson. Ainsi, la variabilité du nombre de photons détectés est
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égale à la variance de la distribution et le ratio S/N=√(np). Il en découle donc que pour avoir
une estimation précise du signal de fluorescence, il est nécessaire de détecter une quantité de
photons élevée dans chaque voxel. D’autre part, pour le calcul des ratios de fluorescence, il
s’avère nécessaire d’éliminer de l’analyse les voxels ayant un faible nombre de photons détecté
et pour lesquels l’incertitude est élevée. Pour ce faire, nous avons décidé d’utiliser le seuillage
des images de fluorescence afin d’éliminer de l’analyse les valeurs d’intensités trop faibles qui
sont affectées par une incertitude élevée pouvant amener à des ratios avec une incertitude trop
élevée. La figure 2-6 illustre l’effet du seuillage sur une acquisition. Deux valeurs de seuillage
minimum ont été testées, 30 et 100 photons/voxels sur des stomates dans les conditions
d’acquisitions décrites dans le chapitre 1, dans la partie 5.2.3., au dernier point de la solution
30 NO3-,  sur  un  stomate  (Fig.  2-6).  Dans  notre  analyse  nous  avons  effectué  le  seuillage  sur
l’image obtenue après excitation à la longueur d’onde 458 nm. L’image résultante après le
seuillage a été utilisée pour générer le masque qui a permis la sélection des voxels analysés sur
les autres images. Les histogrammes de distributions des valeurs de ratio I488 / I458 suivent une
distribution symétrique (Fig. 2-6). Néanmoins, pour une valeur de seuillage de 30, la
distribution est plus dispersée vers les valeurs faibles de ratio que lorsque le seuillage est fixé à
100 photons/voxels (Fig. 2-6). A partir de ce résultat, nous avons choisi d’utiliser comme valeur
de seuillage minimum 100 photons/voxels et le seuillage s’effectue toujours sur les images
acquises lors d’une excitation à la longueur d’onde 458 nm. Le choix d’utiliser l’image acquise
à 458 nm est due au fait qu’il s’agit de l’image présentant les intensités de fluorescence les plus
faibles. Les images acquises à 458 nm sont donc plus affectées par l’incertitude qui en découle.
De plus l’intensité détectée à 458 nm apparait au dénominateur du ratio pH I488 / I458 qui sert au
calcul du pH et qui influence donc le reste des valeurs calculées, le Kd et la concentration en
anions (Chapitre 1, équations 1-4 et 1-5).
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Figure 2-6. Comparaison entre deux valeurs de seuillage minimum sur une image acquise à
la longueur d’excitation de 458 nm sur la précision des calculs de ratio pH (I488 / I458).
Histogrammes de distribution obtenus à partir des cartes ratiométriques obtenues avec les
ratios pH (I488 / I458). Sur un même stomate, au dernier temps dans la solution 30 NO3- en
condition d’équilibre osmotique (Fig. 2-28).
4.2. Analyse des images
Les images ont toutes été analysées avec le logiciel imagej, selon la méthode décrite dans la
Figure 2-7.
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Figure 2-7. Représentation des différentes étapes d’analyse des images avec le logiciel
d’analyse imagej.
5. Traitement des données
Concernant, le traitement des données obtenues par l’acquisition des images avec les
paramètres établis dans les parties précédentes, deux méthodes ont été examinées pour le calcul
des ratios anions et pH. Ces ratios ont été calculés soit avec les moyennes des intensités (Fig.
2-8, A) mesurées aux différentes longueurs d’onde d’excitation soit avec la moyenne des ratios
voxels/voxels (Fig. 2-8, B). Ces deux méthodes de calcul des ratios de fluorescence ne sont pas
mathématiquement identiques, néanmoins elles convergent vers des résultats identiques sous
certaines conditions, dans notre cas si le signal dans chaque voxel est suffisamment élevé. La
figure 2-8 compare les deux méthodes de calculs dans nos conditions de mesures sur des
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cellules de garde. Il est possible de voir que les deux méthodes de calculs donnent des résultats
identiques (Fig. 2-8, C). Par la suite, pour les mesures in vivo sur les cellules de garde des
stomates, nous avons privilégié le calcul de la moyenne des ratios voxels/voxels. En effet, cette
approche permet de garder l’information spatiale de la distribution des valeurs des ratios dans
l’image.
Figure 2-8. Comparaison des méthodes d’analyse d’images. A. Représentation du calcul
effectué lors du ratio pH (I488 / I458) des moyennes d’intensité de fluorescence. B.
Représentation du calcul effectué lors du ratio pH (I488 / I458) voxels par voxels. C. En rouge,
le ratio pH des moyennes I488 / I458 et en noir, la moyenne des ratios pH (I488 / I458) voxels /
voxels. Mesures faites sur des stomates (n = 5 à 11) dans des solutions (Fig. 1-24) à différents
pH (5 ; 5,5 ; 6,5 ; 7 ; 8,5 et 9).
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Chapitre 3 : Caractérisation
d’AtCLCc et AtCLCg, deux
transporteurs de la famille des CLCs
chez Arabidopsis thaliana
Ce chapitre présente les résultats obtenus sur la caractérisation de deux transporteurs de la
famille des CLCs d'Arabidopsis thaliana, AtCLCc et AtCLCg. Jusqu'à présent, aucun de ces
deux membres de la famille des CLCs n'a encore été étudié avec une méthode
d’électrophysiologie. Une caractérisation fonctionnelle préliminaire a été faite en utilisant la
technique de patch clamp sur vacuoles de plantes, en configuration vacuole entière.
1. Caractérisation fonctionnelle d’AtCLCc
1.1. Généralités
Les premières études effectuées sur le transporteur AtCLCc ont montré une expression
principalement localisée dans les cellules de garde des stomates, dans les grains de pollens et
aussi dans les racines. Concernant sa localisation subcellulaire, il s’agit de la membrane
vacuolaire (Jossier et al., 2010; Lv et al., 2009). Des travaux antérieurs ont montré qu’AtCLCc
est impliqué dans les mouvements stomatiques et dans la tolérance au stress salin (Jossier et al.,
2010). AtCLCc participerait ainsi à la détoxification du compartiment cytosolique de l’excès
d’ions chlorure par leur stockage dans la vacuole (Jossier et al., 2010).
Du point de vue de sa séquence (Introduction, Fig. I-14), AtCLCc possède d'une part les
deux glutamates identifiés comme essentiels pour le transport de type antiport. En cela, AtCLCc
ressemble aux CLCs, CLC-ec1, CLC-4, CLC-5 et  notamment à AtCLCa dont il partage une
homologie de séquence de 54% (DeAngeli et al. 2006; Accardi and Miller, 2004; Zdebik et al.,
2008). D'autre part, AtCLCc possède une sérine, dans le motif identifié comme étant impliqué
dans la sélectivité ionique. Cette sérine est associée à une sélectivité aux ions chlorure (Accardi
and Miller, 2004; Zdebik et al., 2008; Bergsdorf et al. 2009). De ces différentes observations,
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une hypothèse sur le mode de fonctionnement d'AtCLCc ressort, AtCLCc serait  un  antiport,
avec une stœchiométrie 2Cl-:1H+. Afin de vérifier cette hypothèse nous avons utilisé la
technique de patch clamp sur vacuole en configuration vacuole entière.
Afin de procéder à sa caractérisation, l’ADN codant d’AtCLCc a été cloné dans le vecteur
d'expression, pFunct+Tag (Schéma 3-1) (Hosy et al., 2005). Ce vecteur est utilisé pour
exprimer transitoirement le gène d’intérêt dans des cellules végétales. Ce vecteur permet
l'expression indépendante du gène d'intérêt, AtCLCc  et  d’une  GFP  cytosoluble,  servant  de
marqueur de transformation des cellules. L’expression du gène d’intérêt est ainsi identifiable
par la présence de fluorescence, au bout de 8 à 12 heures. L'expression se fait sous le contrôle
du promoteur pma4 (plasma membrane H+-ATPase isoform 4) combiné avec un promoteur 35S
pour le gène d’intérêt et pour la GFP cytosoluble (Hosy et al., 2005). Cette GFP cytosoluble
nécessite l’extraction individuelle des vacuoles des protoplastes transformés. Avec une GFP
exprimée indépendamment du gène d’intérêt, cela permet d’éviter tout problème d’interférence
sur le mécanisme de transport de la protéine, AtCLCc.
Schéma 3-1. Représentation de la région promotrice du vecteur d'expression pFunct+Tag.
Les deux promoteurs du vecteurs contrôlant de manière indépendante l'expression du gène
d'intérêt ( AtCLCc) et d'une GFP cytosoluble (Hosy et al., 2005).
Les expériences de patch clamp ont toutes été effectuées sur des vacuoles de plantes clca-2,
KO pour AtCLCa afin d'obtenir des enregistrements avec un faible courant de base (Wege et
al., 2010). AtCLCc a été surexprimé de manière transitoire sur les protoplastes isolés de ces
plantes clca-2, au moyen du vecteur pFunct+Tag, ces vacuoles sont nommées par la suite
pFunct CLCc. Toutes les solutions ioniques utilisées pour les enregistrements contiennent du
Bis Tris Propane (BTP), un cation polyatomique imperméant, permettant ainsi de limiter les
courants de type cationique. Le protocole de stimulation comprend un potentiel de maintien
fixé à 0 mV et de 9 paliers de stimulations croissants de + 20 mV, partant de – 80 mV jusqu'à
+ 80 mV et d’un potentiel de désactivation fixé à + 50 mV. Ce protocole choisi reste le même
pour toutes les expériences de patch clamp effectuées sur vacuoles pFunct CLCc.
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1.2. Etude du mécanisme de transport d’AtCLCc
Le mécanisme de transport d'une protéine membranaire peut être déterminé en mesurant son
potentiel d'inversion à différents gradients de concentrations d'ions entre les milieux externe
(vacuolaire) et interne (cytosolique). Ces potentiels d’inversion sont ensuite comparés aux
potentiels d’inversion théoriques. Potentiels qui sont calculés dans le cas d’un canal
ionique selon l’équation de Nernst (Equation 3-1), ou d’un échangeur avec l’équation
proposée par Accardi & Miller 2004 (Equation 3-3) en fonction de la stœchiométrie
de l’échangeur d’ions (Equation 5-2). Cette approche a été privilégiée pendant ce travail.
Pour cela, des courants ont été enregistrés sur vacuoles extraites de protoplastes clca-2
surexprimant AtCLCc (pFunct CLCc). AtCLCc étant possiblement sélectif aux ions chlorure,
la première condition testée est basée sur différentes concentrations de chlorure dans les
solutions du milieu cytosolique et du milieu vacuolaire. Cette condition expérimentale est dite
asymétrique (Fig. 3-1, B). La solution du milieu cytosolique à pH 7 contient 15 mM BTP-Cl ;
0,1 mM CaCl2 ; 2 mM MgCl2 ; 15 mM MES. La solution du milieu vacuolaire à pH 5,5 contient
quant  à  elle  300  mM BTP-Cl  ;  1  mM CaCl2 ;  5  mM MgCl2 ;  5  mM MES.  L'osmolarité  des
solutions est ajustée respectivement à 600 et 630 mosmol avec du sorbitol.
Dans  les  conditions  19,2  Cl  cyt  /  300  Cl  vac  (Fig.  3-1,  B),  les  courants  enregistrés  sur
vacuoles pFunct CLCc ne présentent aucune cinétique d’activation et de déactivation du
transporteur (Fig. 5-1, D). Ces courants ne présentent pas de rectification, ni entrante ni sortante
(Fig. 3-1, D et E). Les densités de courants moyennes mesurées au potentiel de + 75 mV sur les
vacuoles pFunct CLCc est de + 11 ± 9 pA/pF (n=3) soit 54 fois plus de densités de courants
enregistrés que sur les vacuoles clca-2, 0,2 ± 0,1 pA/pF (n=3) (Fig. 3-1, E). Ces différences
sont également visibles sur les traces de courants (Fig. 3-1, C et D). Concernant le potentiel
d’inversion moyen, il est mesuré à - 8 ± 2 mV pour les vacuoles pFunct AtCLCc, alors qu’il est
(3-1)
(3-2)
(3-3)
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mesuré à + 59 ± 10 mV pour les vacuoles clca-2 (Fig. 3-1, E). Les différences de densités de
courants et de potentiels d’inversion mesurés entre les vacuoles clca-2 et pFunct CLCc,
indiquent qu’AtCLCc est en effet capable de conduire les ions chlorure. Les barres d’erreurss
correspondent aux écarts type des densités de courant mesurées sur différentes vacuoles pFunct
CLCc. Ces écarts-types aux valeurs élevées sont dus aux conditions expérimentales. En effet,
avec le système de transformation transitoire des protoplastes, il est impossible de contrôler le
niveau d’expression du gène d’intérêt.
Figure 3-1. Courants enregistrés en conditions asymétriques 19,2 Cl cyt / 300 Cl vac sur
vacuoles extraites de protoplastes clca-2 surexprimant transitoirement AtCLCc. A.
Protocole de stimulation. B. Conditions d'enregistrement. C. Trace de courant sur vacuole
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extraite de protoplaste clca-2. D. Trace de courant obtenu sur vacuole extraite d’un
protoplaste clca-2 surexprimant transitoirement AtCLCc (pFunct CLCc). E. Relation courant
(pA/pF) / voltage (mV) moyen obtenue dans ces conditions asymétriques. Milieu cytosolique
à pH 7 contient 15 mM BTP-Cl ; 0,1 mM CaCl2 ; 2 mM MgCl2 ; 15 mM MES, l'osmolarité est
ajustée à 600 mosmol avec du sorbitol. Milieu vacuolaire à pH 5,5 contient 300 mM BTP-Cl ;
1 mM CaCl2 ; 5 mM MgCl2 ; 5 mM MES, l'osmolarité est ajustée à 630 mosmol. Les barres
d’erreurss correspondent aux écarts-types des moyennes de courant enregistrés sur chaque
vacuole.
Les courants ont été enregistrés dans d'autres conditions 104,2 Cl cyt / 300 Cl vac, toujours
asymétrique, avec un gradient ionique légèrement différent, afin d’en mesurer le potentiel
d’inversion. Les solutions ont la même composition que celles utilisées dans la condition
expérimentale précédente. Seule la concentration en chlorure est changée à 104,2 mM au lieu
de 19,2 mM dans le milieu cytosolique.
En condition 104,2 Cl cyt / 300 Cl vac (Fig. 3-2, B), les courants enregistrés sur vacuoles
pFunct CLCc ne présentent toujours ni cinétique d’activation ou de désactivation ni de
rectification entrante ou sortante (Fig. 3-2, D). La densité de courant enregistrée à un potentiel
de + 69 mV dans les vacuoles clca-2 est de 0,2 ± 0,05 pA/pF (n=2) alors que dans les vacuoles
pFunct AtCLCc elle est mesurée à + 4 ± 3 pA/pF (n=4). Autrement dit, la différence de densité
de courant est de l'ordre de 67 fois supérieure dans les vacuoles pFunct AtCLCc que dans les
vacuoles clca-2 (Fig. 3-2, E). Cette différence est également visible sur les traces de courants
(Fig. 3-2, C et D). De plus, leurs potentiels d'inversion sont également différents, il est mesuré
à + 10 ± 8 mV dans les vacuoles pFunct CLCc (n=4) alors que dans les vacuoles clca-2, il est
de + 83,5 ± 3 mV (n=2). Il y a donc une différence de + 18 mV entre les potentiels d'inversion
mesurés dans les deux conditions asymétriques testées sur vacuoles pFunct CLCc (Fig. 3-1, E
et Fig. 3-2, E). Cette différence de potentiel d’inversion entre ces deux conditions confirme
qu’AtCLCc conduit les ions chlorure.
Chapitre 3
158
Figure 3-2. Courants enregistrés en conditions asymétriques 104,2 Cl cyt / 300 Cl vac sur
vauoles extraites de protoplastes clca-2 et pFunct CLCc. A. Protocole de stimulation. B.
Conditions d'enregistrement. C. Trace de courant sur vacuole extraite de protoplaste clca-2.
D. Trace de courant obtenu sur vacuole de protoplaste clca-2 surexprimant transitoirement
AtCLCc. E. Relation courant moyen (pA/pF) / voltage (mV) obtenu dans ces conditions
asymétriques. Milieu cytosolique à pH 7 contient 100 mM BTP-Cl ; 0,1 mM CaCl2 ; 2 mM
MgCl2 ; 15 mM MES, l'osmolarité est ajustée à 600 mosmol avec du sorbitol. Milieu
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vacuolaire à pH 5,5 contient 300 mM BTP-Cl ; 1 mM CaCl2 ; 5 mM MgCl2 ; 5 mM MES,
l'osmolarité est ajustée à 630 mosmol. Les barres d’erreurss correspondent aux écarts-types
des moyennes de courant enregistrés sur chaque vacuole.
D'autres conditions asymétriques avec différents gradients de concentration en ions chlorure
ont également été utilisées afin de déterminer dans chacune d'elles le potentiel d'inversion
expérimental mesuré sur les vacuoles pFunct CLCc (Tableau 3-1). Les valeurs expérimentales
sont ensuite comparées aux valeurs théoriques expérimentales calculées avec l’équation de
Nernst dans le cas d’un canal (Equation 3-1) et de l’équation spécifique aux échangeurs
(Equation 3-2 et 3-3).
Tableau 3-1. Valeurs des potentiels d’inversion théoriques et expérimentaux et des
densités de courants enregistrées pour les différentes conditions expérimentales. Dans le
cas d'un canal au moyen de l'équation de Nernst (Equation 5-1) et d'un échangeur
présentant une stœchiométrie 2Cl-:1H+ (Equation 5-2 et 5-3).
Ces valeurs sont très proches des valeurs théoriques calculées dans le cas d'un antiport
(Tableau 3-1 et Fig. 3-3). Ces résultats suggèrent fortement qu'AtCLCc fonctionne comme un
antiport. Cependant, d'autres conditions avec des gradients de pH restent à tester afin de
déterminer avec précision la stœchiométrie des échanges d’ions par AtCLCc. D’autant plus que
les points ne se corrèlent pas parfaitement à la courbe bleue (Fig. 3-3), suggérant ainsi
qu’AtCLCc ne suit peut-être pas une stœchiométrie 2Cl-:1H+.
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Figure 3-3. Représentation des potentiels d'inversions théoriques et expérimentaux. La
droite noire correspond aux potentiels d'inversion calculés avec l'équation de Nernst
(Equation 5-1). La droite bleue représente les potentiels d'inversion calculés dans le cas d'un
antiport pour une stœchiométrie de 2Cl-:1H+ (Equation 5-2 et 5-3). Les triangles rouges
symbolisent les potentiels d'inversion mesurés expérimentalement. Les barres d’erreurss
correspondent aux écarts-types des moyennes des potentiels d’inversion mesurés
expérimentalement sur les vacuoles des différentes conditions testées.
1.3. Etude de la sélectivité ionique d’AtCLCc
Une autre caractéristique des protéines impliquées dans le transport est à déterminer, sa
sélectivité ionique. L'hypothèse est qu'AtCLCc est sélectif aux ions chlorure, à cause de la
présence d’une sérine dans le motif responsable de la sélectivité ionique (Zifarelli and Pusch,
2009; Bergsdorf et al. 2009; Cohen 2004; Accardi and Miller, 2004; Picollo et al., 2009).
Toutefois, il a été montré que certains CLCs, AtCLCa et AtCLCb sont plus sélectifs aux ions
nitrate (DeAngeli et al. 2006). Ces deux protéines membranaires présentent une proline à la
place de la sérine dans le Scent, ce qui leur confèreraient cette sélectivité ionique aux ions nitrate
(Introduction, 3.2.2.).
Les conditions expérimentales en présence d’ions chlorure n’ont présenté aucune cinétique
et aucune rectification. Cela avait déjà été observé avec AtCLCa qui ne présente pas de cinétique
en  condition  Cl  cyt  /  Cl  vac  alors  qu’il  présente  une  cinétique  lorsque  le  chlorure  du  milieu
vacuolaire est remplacé par du nitrate (condition biionique) (DeAngeli et al., 2006). C’est
pourquoi le chlorure dans le milieu vacuolaire a été remplacé par des ions nitrate. Le protocole
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de stimulation reste identique à celui utilisé précédemment pour la détermination du système
de transport d'AtCLCc.
En condition 19,2 Cl cyt / 300 NO3 vac (Fig. 3-2, B), les vacuoles pFunct CLCc présentent
des cinétiques d'activation et de désactivation (Fig. 3-4, D), indiquées par des flèches. Ces
cinétiques  n'étaient  pas  visibles  dans  les  conditions  Cl  cyt  /  Cl  vac  à  différents  gradients  de
concentrations en ions chlorure. En présence de nitrate, le courant dans les vacuoles pFunct
CLCc est rectifiant sortant (Fig. 3-4, E). La densité de courant a été comparée au potentiel + 33
mV (n=5) car seuls deux enregistrements ont été effectués à celui de + 73 mV. La densité de
courant enregistrée au potentiel de + 33 mV, dans les vacuoles pFunct CLCc est de + 18 ± 11
pA/pF (n=5) (Fig. 3-4, D), alors que dans les vacuoles clca-2,  elle est  de – 0.5 pA/pF (n=1)
(Fig. 3-4, C). Autrement dit, la différence de densité de courant est 18 fois supérieure dans les
vacuoles pFunct CLCc que dans les vacuoles clca-2. De plus, les potentiels d'inversion sont
également différents, il est mesuré à – 33 ± 17 mV alors que dans les vacuoles clca-2, il est de
– 53 mV. Ce potentiel d'inversion en condition Cl cyt / NO3 vac est décalé de + 25 mV dans les
potentiels négatifs par rapport à celui mesuré en condition Cl cyt / Cl vac (Fig. 3-4, E). Ce
décalage, signifie que les ions nitrate sont échangés avec plus de facilité à travers AtCLCc que
les ions chlorure.
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Figure 3-4. Courants ioniques en condition 19,2 Cl cyt / 300 NO3 vac sur vacuole clca-2 et
pFunct CLCc. A. Protocole de stimulation. B. Conditions d'enregistrement. C. Trace de
courant sur vacuole extraite de protoplaste clca-2. D. Trace de courant obtenu sur vacuole
extraite d’un protoplaste clca-2 surexprimant transitoirement AtCLCc (pFunct CLCc). E.
Relation courant (pA/pF) / voltage (mV) normalisé obtenu dans cette condition 19,2 Cl cyt /
300 NO3 vac et dans la condition 19,2 Cl cyt / 300 Cl vac. Milieu cytosolique à pH 7 avec 15
mM BTP-Cl ; 0,1 mM CaCl2 ; 2 mM MgCl2 ; 15 mM MES, l'osmolarité est ajustée à 600
mosmol avec du sorbitol. Milieu vacuolaire à pH 5,5 avec 300 mM BTP-NO3 ; 1 mM CaCl2 ; 5
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mM MgCl2 ; 5 mM MES, l'osmolarité est ajustée à 630 mosmol. Les barres d’erreurss
correspondent aux écarts-types des moyennes de courant enregistrés sur chaque vacuole.
2. Caractérisation fonctionnelle d’AtCLCg
2.1. Généralités
Les premiers travaux sur le transporteur AtCLCg ont démontré son implication dans la
tolérance au stress salin, par détoxification du compartiment cytosolique (Nguyen et al., 2016;
Jossier et al., 2010). En plantes matures, cette protéine membranaire est majoritairement
exprimée dans le tissu du mésophylle, au niveau des tissus vasculaires et des hydatodes, mais
pas dans l'épiderme et donc pas dans les cellules de gardes (Nguyen et al., 2016).
Du point de vue de sa séquence protéique, AtCLCg possède une alanine à la place du
glutamate externe dit de « gating » (Introduction, Fig. I-14). Cette particularité se retrouve chez
certains CLCs canaux, tels que les CLC-Ka et CLC-Kb qui présentent une valine au lieu des
glutamates interne et externe (Zdebik et al., 2008). En revanche, concernant son motif de
sélectivité en Scent, AtCLCg possède comme la plupart des CLCs, une sérine (Accardi and
Miller, 2004; Bergsdorf et al., 2009). Au vu de sa séquence protéique, l'hypothèse serait
qu'AtCLCg est sélectif aux ions chlorure et concernant son mécanisme de transport, il pourrait
fonctionner comme un canal.
2.2. Surexpression d’AtCLCg en cellules végétales isolées
Dans un premier temps, l'approche qui a été privilégiée pour l'étude fonctionnelle d'AtCLCg
est la méthode de surexpression transitoire en protoplastes puisque des résultats prometteurs
ont été obtenus pour AtCLCc. Toutefois, l'ADN codant d'AtCLCg n'a jusqu'à présent jamais pu
être cloné, ce travail se base donc sur son ADN génomique (Thèse Chi Tam Nguyen 2014). Par
conséquent, le clonage de l'ADN génomique d'AtCLCg, d'une taille de 5300 paires de bases a
été tenté dans le vecteur pFunct (Schéma 4.1). Cependant, ce clonage n’a pas fonctionné. Les
expériences d'expression transitoire d'AtCLCg  en  protoplastes  ont  été  effectuées  avec  un
vecteur pMDC43. Ce clonage avait été réalisé par Chi Tam Nguyen durant sa thèse, en 2014.
Ce vecteur permet d'exprimer AtCLCg sous le contrôle d'un promoteur fort, le 35S, avec un tag
GFP fusionné à la protéine en position N-terminale. Cette GFP sert de marqueur de
transformation des protoplastes exprimant transitoirement le gène d'intérêt, AtCLCg. Avec ce
vecteur, la GFP est ainsi détectée au bout de 48 heures. Ce temps d'incubation des protoplastes
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est long, cela a un effet délétère sur les vacuoles, qui sont alors plus fragiles. Les protocoles de
stimulation sur les vacuoles ainsi patchées durent seulement, entre 6 et 10 minutes, contre 15 à
30 minutes pour les vacuoles pFunct AtCLCc.
Tout comme pour les expériences sur AtCLCc, l'expression a été faite avec des protoplastes
de plantes clca-2, KO pour AtCLCa, permettant ainsi d'avoir un faible courant de base, lors des
enregistrements de patch clamp. Toutes les solutions ioniques utilisées pour les enregistrements
contiennent du Bis Tris Propane (BTP) afin de bloquer les courants de type cationique,
majoritairement potassique. Le protocole de stimulation comprend un potentiel de maintien à 0
mV et de 7 paliers de stimulations croissants de + 20 mV, partant de – 60 mV jusqu'à + 60 mV
et d’un potentiel de désactivation fixé à + 50 mV. Ce protocole choisi reste le même pour toutes
les expériences de patch clamp effectuées sur pMDC43 gCLCg (Fig. 3-5, A). Les courants ont
été enregistrés sur les vacuoles pMDC43 gCLCg et les vacuoles clca-2, dans des conditions 15
Cl cyt / 100 Cl vac (Fig. 3-5, B). Le Milieu cytosolique à pH 7 contient 15 mM BTP-Cl et 0,1
mM CaCl2 et le milieu vacuolaire à pH 5,5 avec 100 mM BTP-Cl et 0,1 mM CaCl2. L'osmolarité
de ces solutions est ajustée respectivement à 600 et 630 mosmol avec du sorbitol.
Dans ces conditions 15 Cl cyt / 100 Cl vac, les traces de courants sont linéaires et ne
présentent aucune cinétique d’activation et de désactivation (Fig. 3-5, D). De plus, ce courant
n’est pas rectifiant (Fig. 3-5, D et E). La densité de courant moyenne mesurée au potentiel + 45
mV sur les vacuoles pMDC43 gCLCg est de 14 ± 2 pA/pF (n=3) soit 28 fois plus de densité de
courant enregistré que sur les vacuoles clca-2, 0,5 ± 1 pA/pF (n=5). Le potentiel d’inversion
mesuré pour pMDC43 gCLCg est de – 11 ± 3 mV (n=3) tandis que sur les vacuoles clca-2, il
est  de  +  13  ±  19  mV  (n=5)  (Fig.  3-5,  E).  Une  autre  condition  a  été  testée  (résultats  non
présentés), 100 Cl cyt / 100 Cl vac. Le potentiel d’inversion a été mesuré à + 3 ± 1 mV (n=3).
Dans ces conditions expérimentales, il a été impossible de conclure quant au mécanisme de
transport d’AtCLCg. En effet, pour les deux conditions testées, les potentiels d’inversion
mesurés sont proches de 0 mV, ce qui pourrait indiquer que les courants enregistrés sont des
courants de fuite, dû à la fragilité des vacuoles.
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Figure 3-5. Courants enregistrés en conditions 15 Cl cyt / 100 Cl vac sur vacuoles extraites
de protoplastes clca-2 et sur vacuoles pMDC43 gCLCg. A. Protocole de stimulation. B.
Conditions d'enregistrement. C. Trace de courant sur vacuole extraite d’un protoplaste clca-
2. D. Trace de courant obtenu sur vacuole extraite d’un protoplaste clca-2 surexprimant
transitoirement AtCLCg (pMDC43 gCLCg). E. Relation courant (pA/pF) / voltage (mV) moyen
obtenu dans ces conditions. Milieu cytosolique à pH 7 avec 15 mM BTP-Cl ; 0,1 mM CaCl2 ;
l'osmolarité est ajustée à 600 mosmol avec du sorbitol. Milieu vacuolaire à pH 5,5 avec 100
mM BTP-Cl ; 0,1 mM CaCl2 ; l'osmolarité est ajustée à 600 mosmol. Les barres d’erreurss
correspondent aux écarts-types des moyennes de courant enregistrés sur chaque vacuole.
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2.3. Plantes transgéniques surexprimant AtCLCg
La méthode de surexpression transitoire des protoplastes n'ayant pas donné de résultats
convaincant, une autre approche a été tentée. Pour cela, nous avons sélectionné des plantes
d’Arabidopsis thaliana transgéniques surexprimant AtCLCg fusionné à la GFP sous le contrôle
du promoteur 35S. Ces plantes ont été obtenues à partir de plantes clca-2 qui présentent des
courants anioniques faibles (DeAngeli et al. 2006). Nous avons sélectionné des lignées de
plantes transgéniques homozygotes avant d’effectuer le travail de caractérisation fonctionnelle.
Avant de procéder aux expériences de caractérisation fonctionnelle de ce transporteur, il a
fallu contrôler qu’AtCLCg était bien exprimé dans ces plantes clca-2::35S::CLCg. La
surexpression d’AtCLCg a pu être vérifiée grâce à la présence de la fluorescence de la GFP
fusionnée à la protéine en position N-terminale. Pour cela, des plantes homozygotes clca-
2::35S::CLCg ont été imagées au microscope confocal. Les échantillons ont été excités à la
longueur d'onde d'excitation de 488 nm et le signal fluorescent émis a été récolté entre les
longueurs d'onde 500 et 550 nm. La présence de fluorescence a été vérifiée au niveau des
cellules racinaires, des cellules de gardes et des protoplastes issus du mésophylle de plantes
clca-2::35S::CLCg. Les images de microscopie confocale montrent l’expression ubiquitaire
d’AtCLCg dans ces plantes par la présence de fluorescence de type GFP, et confirment
l’adressage de la protéine à la membrane vacuolaire (Fig. 3-6).
Figure 3-6. Expression et localisation subcellulaire en plante clca-2 :: 35S::CLCg :: tagGFP
surexprimant AtCLCg avec un tag GFP fusionnée au côté N-terminal de la protéine sous le
contrôle du promoteur 35S. Images de cellules racinaires, de cellules de gardes et d’un
protoplaste, respectivement de droite à gauche. Images prises au microscope confocal.
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Longueur d’onde d’excitation pour la GFP, 488 nm, l’émission est récoltée entre les
longueurs d’onde 500 et 550 nm. (Échelle : 10 µm)
Les expériences d’électrophysiologie, ont été effectuées avec le même protocole de
stimulation  que  celui  utilisé  pour  les  enregistrements  sur  les  vacuoles pMDC43 gCLCg. Ce
protocole  de  stimulation  comprend  un  potentiel  de  maintien  à  0  mV  et  de  7  paliers  de
stimulations croissants de + 20 mV, partant de – 60 mV jusqu'à + 60 mV suivit d’un « step »
de désactivation à un potentiel fixe de + 50 mV (Fig. 3-7, A). Les solutions que nous avons
utilisées  sont  celles  de  la  condition  15  Cl  cyt  /  100  Cl  vac  dans  le  cas  des  transformations
transitoires de protoplastes (Fig. 3-7, B).
Les courants ioniques que nous avons pu enregistrer sur vacuoles clca-2::35S::GFP-CLCg
dans ces conditions sont identiques à ceux des vacuoles clca-2 (Fig. 3-7, C et D). En effet, les
densités de courant mesurées au potentiel de + 45 mV dans les vacuoles clca-2 est de + 2 ± 3
pA/pF (n=3) et pour clca-2::35S::GFP-CLCg elle est de + 3 ± 4 pA/pF (n=13) (Fig. 3-7, E).
Leur potentiel d’inversion dans ces conditions (Fig. 3-7, E) sont identiques, + 6 ± 1 mV pour
les vacuoles clca-2 (n=3) et + 6 ± 1 mV pour les vacuoles clca-2::35S::GFP-CLCg (n=13).
Dans cette expérience, aucune distinction ne peut être faite entre les mutants clca-2 et clca-
2::35S::GFP-CLCg. Une explication à l’absence de courants détectés est qu’AtCLCg ne serait
pas fonctionnel du fait de sa séquence protéique qui est dépourvue du glutamate externe, de
« gating » alors que la majorité des CLCs, même des canaux possèdent (Zdebik et al., 2008).
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Figure 3-7. Courants enregistrés en conditions 15 Cl cyt / 100 Cl vac sur vacuoles extraites à
partir de protoplastes clca-2 surexprimant transitoirement AtCLCg. A. Protocole de
stimulation. B. Conditions d'enregistrement. C. Trace de courant sur vacuole extraite d’un
protoplaste clca-2. D. Trace de courant obtenu sur vacuole extraite d’un protoplaste clca-2
surexprimant transitoirement AtCLCg. E. Relation courant (pA/pF) / voltage (mV) moyen
obtenu dans ces conditions 15 Cl cyt / 100 Cl vac. Milieu cytosolique à pH 7 avec 15mM BTP-
Cl ; 0,1mM CaCl2 ; l'osmolarité est ajustée à 600mosmol avec du sorbitol. Milieu vacuolaire à
pH5,5 avec 100mM BTP-Cl ; 0,1mM CaCl2 ; l'osmolarité est ajustée à 600mosmol. Les barres
d’erreurss correspondent aux écarts-types des moyennes de courant enregistrés sur chaque
vacuole.
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3. Discussion
Les CLCs constituent une famille de protéines membranaires impliquées dans le transport
d’anions. Identifiés pour la première fois chez le poisson torpille en 1979 par M. White et C.
Miller, ils ont depuis été découvert dans tous les organismes du règne du vivant (Marmagne et
al., 2007). CLC-0, le premier ayant été identifié et caractérisé par électrophysiologie fonctionne
comme un canal (White & Miller 1979; Miller et al. 1982). Cependant, parmi les autres CLCs
découverts, il a été démontré que tous ne présentaient pas d’activité canal, certains fonctionnent
tels des échangeurs, échangeant des anions contre des protons (Accardi and Miller, 2004). La
structure du transporteur CLCec-1 et l’étude des motifs présents dans les séquences protéiques
ont permis de déterminer les régions responsables du transport de type antiport (Dutzler et al.
2002; Dutzler et al., 2003). De ces études découlent l’identification des glutamates externe,
responsable du « gating », et interne, responsable du transport de protons. Il a aussi été possible
de découvrir le motif structurel responsable de la sélectivité ionique de ces transporteurs, la
présence d’une sérine impliquerait une sélectivité forte pour les ions chlorure (Dutzler et al.
2002; Dutzler et al., 2003). Cela a été confirmé par des études de voltage clamp sur des CLCs
humains, CLC-4 et CLC-5 par des mutations ciblées (Zdebik et al., 2008). En effet, une
substitution par une alanine du glutamate interne, responsable du transport de protons vers le
glutamate externe abolit le courant chez CLC-4 et CLC-5 (Zdebik et al., 2008). Cet effet est
récupéré par la double substitution par des alanines par les deux glutamates indiquant que seul
le transport de protons est affecté par la mutation au niveau du glutamate interne confirmant
ainsi son rôle dans le transport de protons vers le glutamate externe (Zdebik et al., 2008). Dans
le cas des CLC-4 et CLC-5 la substitution par une alanine du glutamate externe, responsable du
« gating », affecte le courant qui n’est plus rectifiant, suggérant ainsi son implication dans le
processus de « gating » voltage dépendant (Zdebik et al., 2008).
Chez Arabidopsis thaliana, 7 membres de la famille des CLCs ont été identifiés, parmi eux,
seuls deux membres ont été caractérisés fonctionnellement. AtCLCa étant le premier à avoir été
étudié avec la méthode du patch clamp (DeAngeli et al. 2006), présente dans sa séquence
protéique les glutamates externe et interne identifiés comme étant essentiels dans le mode de
transport des antiports, dans le couplage anions/protons (Zdebik et al., 2008). Néanmoins, dans
le motif de sélectivité, il possède une proline à la place de la sérine. Comme les expériences
l’ont montré, AtCLCa est plus sélectif aux ions nitrate que chlorure (DeAngeli et al. 2006)
(Wege et al. 2010). Cela renforce l’argument que la sérine est responsable de la sélectivité aux
ions chlorure d’autant plus lorsque celle-ci est remplacée par la proline dans des antiports tels
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que CLC-4 et CLC-5 (Zifarelli and Pusch, 2009; Bergsdorf et al. 2009). Cette dernière aurait
pour fonction de faciliter le couplage NO3-:H+ lors du transport, puisque les hCLC-4 et hCLC-
5, sont également capable de transporter du nitrate mais ce transport est largement découplé
(Bergsdorf et al. 2009). De plus, lorsque hCLC-5 est muté, que la sérine est substituée par une
proline (S168P), le transport devient sélectif aux ions nitrate et il est couplé au transport de
protons (Bergsdorf et al. 2009). De même, la sélectivité de CLC-0 avec la mutation équivalente
(S123P), présente une sélectivité augmentée pour les ions nitrate (Bergsdorf et al. 2009).
Lorsqu’AtCLCa est muté avec la substitution de la proline en sérine (P160S), il devient sélectif
aux ions chlorure.
En ce qui concerne AtCLCc, ses premiers courants enregistrés semblent cohérents avec ce
qui est attendu par rapport à ce qui est connu sur la séquence des CLCs. La présence des deux
glutamates, « gating » et « interne », dans sa séquence protéique laissait supposer qu’il
fonctionne comme un antiport. L’analyse des potentiels d’inversion que nous avons effectuée
lors de ce travail sont compatibles avec un mécanisme de transport en échangeur d’AtCLCc.
Cependant, afin de confirmer cette hypothèse il sera nécessaire d’effectuer des mesures de
patch-clamp en présence de différents gradients pH, afin de déterminer la stœchiométrie ionique
de ce transporteur avec plus d’exactitude. Des mutations ciblées sur les glutamates externe et
interne pourraient être intéressantes à étudier afin de mieux comprendre son mécanisme de
transport et de vérifier s’il fonctionne de manière similaire aux hCLC-4 et hCLC-5. Ces
mutations pourraient apporter de nombreuses informations sur son mode de transport,
notamment sur son système de « gating ». Concernant sa sélectivité ionique, la présence de la
sérine suggérait une sélectivité plus forte pour les ions chlorure. Or nos résultats suggèrent
qu’AtCLCc pourrait être plus sélectif aux ions nitrate que chlorure. De ce fait, la substitution
de la sérine (S169) par une proline serait intéressante afin de déterminer comment fonctionne
la sélectivité d’AtCLCc.
Concernant AtCLCg, les résultats obtenus en utilisant la méthode de surexpression
transitoire sur protoplastes, ne sont pas convaincants pour de nombreuses raisons. Tout d’abord,
l’incubation longue des protoplastes après transformation pour observer l’apparition de la
fluorescence s’avère être délétère pour les vacuoles qui sont alors difficiles à utiliser pour des
expériences de patch-clamp. Pour les quelques vacuoles dont il nous a été possible d’enregistrer
des courants, elles n’ont été stables seulement quelques minutes. Cela remet en question la
fiabilité des résultats et laisse penser que ces enregistrements sont largement dû à des courants
de fuite. D’autant plus que les potentiels d’inversion mesurés dans les deux conditions testées
sont proches de 0 mV. Les enregistrements des courants ioniques que nous avons obtenus sur
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les vacuoles de plantes clca-2::35S::GFP-CLCg sont identiques aux enregistrements obtenus
sur vacuoles de plantes clca-2 (Fig. 3-7, C et D). Cela suggèrerait qu’AtCLCg n’est peut-être
pas fonctionnel probablement à cause de l’alanine à la place du glutamate externe ayant un rôle
dans le « gating » du transporteur. En effet, la charge négative du glutamate est essentielle au
« gating ». Il est aussi possible que la fusion GFP rende AtCLCg non fonctionnel.
Dans l’ensemble, ce travail apporte un début de réponse concernant l’activité d’un
transporteur de la famille des CLCs chez Arabidopsis thaliana, AtCLCc. Ces résultats montrent
qu’il fonctionne comme un échangeur Cl-/H+ et qu’il est plus sélectif aux ions nitrate, ce qui est
intéressant du point de vue de sa séquence. Cependant, d’autres informations manquent,
notamment sur sa stœchiométrie de transport mais aussi sur sa sélectivité ionique. Concernant,
AtCLCg, une méthode permettant de procéder à des enregistrements de patch clamp fiable reste
à mettre en place.
Chapitre 3
172
173
Conclusion
Les flux d’anions et de protons à travers les différentes membranes cellulaires, telles que les
membranes plasmique et vacuolaire, jouent un rôle fondamental dans de nombreux processus
physiologiques des cellules végétales, comme l’absorption de nutriments, l’élongation
cellulaire, la signalisation cellulaire et les mouvements stomatiques (ouverture/fermeture). Les
objectifs de ce travail de thèse ont été de pouvoir suivre les flux d’anions (nitrate et chlorure)
et de protons (H+) dans le compartiment cytosolique des cellules de garde afin d’en étudier les
mécanismes sous-jacents. A cette fin nous avons utilisé deux approches, une approche visant à
mesurer les variations de concentration de nitrate et H+ avec un biosenseur fluorescent et une
deuxième approche par électrophysiologie (patch clamp) dans le but de l’étude des mécanismes
de transport. L’approche utilisant la technique de patch clamp a permis d’apporter quelques
éléments de réponse quant au mode de fonctionnement d’un transporteur vacuolaire de la
famille des CLCs, AtCLCc. L’approche du biosenseur a été utilisée sur le modèle cellulaire des
cellules de garde et a permis de mieux comprendre les flux d’anions et de protons dans le
compartiment cytosolique des cellules de garde. Les cellules de garde ont été choisies car elles
sont capables de réguler leur état de turgescence, permettant l’ouverture/fermeture des stomates
et ce grâce au transport d’ions au travers des membranes plasmique et vacuolaire. Ainsi
l’ouverture des stomates est liée à une entrée massive de cations (K+) et d’anions (Cl-, NO3- et
malate)  dans  la  cellule  et  inversement  lors  de  la  fermeture  (Introduction,  Fig.  I-3  et  I-4).  Le
choix de l’approche du biosenseur génétiquement codé a été fait pour permettre d’effectuer des
mesures in vivo de manière non invasive, contrairement aux méthodes classiquement utilisées
dans l’études des flux (microélectrodes sélectives). Le biosenseur clopHensor que nous avons
choisi d’introduire en système végétal lors de ce travail de thèse a la particularité unique de
permettre la mesure des concentrations en anions et en protons en parallèle (Arosio et al., 2010).
Cette particularité est importante dans le cas des cellules végétales où les gradients de protons,
générés par des H+-ATPases, représentent la principale source d’énergie pour les systèmes de
transports de type antiports et symports qui couplent les flux d’anions à ceux des protons.
Au cours de ce travail de thèse, un premier résultat que nous avons obtenu a été d’introduire
et de mettre au point chez d’Arabidopsis thaliana le biosenseur clopHensor. La mise au point
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de ce biosenseur lors de ce travail a permis de mettre en évidence que clopHensor est sensible
aux ions chlorure et nitrate et qu’il est compatible avec une utilisation en cellules végétales.
Cela fait de clopHensor le premier biosenseur exprimé en cellules végétales sensible aux ions
chlorure, nitrate et protons, capable de permettre des mesures de leur concentration dans le
cytosol des cellules végétales. En effet, dans le cas de clopHensor, ces mesures de concentration
d’anions et de protons se font de manière indépendante tandis que pour d’autres biosenseurs
qui sont sensibles aux ions chlorure comme Clomeleon (Kuner and Augustine, 2000), la mesure
de la concentration en anions est influencée par le pH du milieu intracellulaire dû à la sensibilité
du fluorophore aux protons (Bregestovski et al., 2009). Concernant la gamme de sensibilité de
clopHensor aux anions (KdCl- = 17,5 et KdNO3- = 5) et au pH (pKa 6,9) elles sont compatibles
avec des mesures in vivo dans le compartiment cytosolique. La gamme de sensibilité de pH de
clopHensor en fait un biosenseur adapté principalement pour le compartiment intracellulaire
qui présente un pH entre 6,8 et 7,5. En effet, concernant le pH, clopHensor a une gamme de
sensibilité qui permet de détecter de faibles variations de pH, de l’ordre de 0,1 unité pH. Il est
intéressant de noter que clopHensor est un outil adapté pour des mesures de pH en cellules
végétales, en effet il nous a été possible de mesurer une réponse pH lors du processus
d’ouverture des stomates induit par la fusicoccine (Fig. 1-33). La fusicoccine est une
phytotoxine qui est capable d’activer les pompes à protons de la membrane plasmique (P-
ATPase) qui engendrent une acidification du milieu extracellulaire (Marre, 1979) provoquant
une hyperpolarisation du potentiel membranaire qui agit comme signal d’ouverture.
Un deuxième résultat important de ce travail a été la mesure des fluctuations de nitrate dans
le compartiment cytosolique des cellules de garde. Nous avons pu mettre en évidence que la
concentration extracellulaire en nitrate a une forte influence sur la concentration en nitrate dans
le compartiment cytosolique des cellules de garde. Suggérant une probable implication du
nitrate dans les processus d’ouverture et de fermeture des stomates. Historiquement, les
principaux anions reconnus comme étant impliqués dans les mouvements stomatiques sont le
chlorure (Linder 1992) et le malate (Raschke and Schnabl, 1978) dont la concentration
intracellulaire augmente afin de contrebalancer les mouvements de charges des ions potassium
lors de ces processus (VanKirk and Raschke, 1978). Néanmoins, la mise en évidence de la
présence dans les cellules de garde des transporteurs NRT1.1 (Guo et al. 2003), AtCLCa (Wege
et al., 2014), SLAC1 et SLAH3 (Zhang et al., 2016) qui sont sélectifs pour le nitrate indique
qu’il compte parmi les anions impliqués dans les mouvements stomatiques. De plus, il a été
montré qu’en présence de nitrate de potassium, cela suffisait à induire l’ouverture des stomates
d’épiderme isolé de la même manière que le chlorure de potassium (Wege et al., 2014). Ces
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observations contribuent à montrer l’importance du nitrate dans les processus d’ouverture et de
fermeture des stomates.
Les données de concentration en nitrate obtenues au cours de ce travail constituent les
premières mesures de concentration en nitrate dans les cellules de garde des stomates
d’Arabidopsis thaliana. La concentration de nitrate a été mesurée dans le compartiment
cytosolique des cellules épidermiques de la pointe racinaire, au moyen de microélectrodes
sélectives (Miller 2008). Ces mesures avaient montré que dans le cytosol de ces cellules
racinaires, la concentration en nitrate est stable à environ 4 mM et ce indépendamment de la
concentration en nitrate extracellulaire (Leij et al. 1998). Les données que nous avons obtenues
suggèrent donc que les différents types cellulaires régulent leur concentration en nitrate
cytosolique différemment. Cette observation est intéressante car le nitrate est une molécule
signal qui, en activant des voies de signalisation, active des facteurs de transcriptions
spécifiques (Wang et al., 2012; Krapp, 2015). Les facteurs de transcription qui sont induit par
le nitrate contrôlent l’expression de très nombreux gènes (Krapp, 2015; Wang et al., 2012). Le
fait que dans certains types cellulaires la concentration en nitrate cytosolique soit variable
suggère que le niveau de nitrate cytosolique pourrait être une variable perçue par la cellule pour
réguler la réponse en fonction de la disponibilité des ions nitrate. Au niveau de la racine la
réponse au nitrate est fortement liée au transcepteur NPF6.3/NRT1.1 présent à la membrane
plasmique. NPF6.3/NRT1.1 est le principal récepteur de nitrate qui est à l’origine de l’activation
de différentes voies de signalisation qui répondent au nitrate extracellulaire (Krapp, 2015;
Wang et al., 2012). Dans la racine la signalisation nitrate impliquerait une réponse rapide basée
sur une signalisation calcique initiée par NPF6.3/NRT1.1 (Riveras et al., 2015) et une
signalisation à plus longue échéance basée sur le transport d’auxine de la part de
NPF6.3/NRT1.1 (Bouguyon et al. 2015). Au niveau des racines, puisque le nitrate est à une
concentration stable dans le cytosol, il semblerait donc que ce soit le nitrate extracellulaire qui
est perçu par des récepteurs tels que NPF6.3/NRT1.1. En revanche, au niveau des cellules qui
présenteraient une concentration de nitrate cytosolique dépendante de la concentration
extracellulaire variable, comme dans les cellules de gardes, il se pourrait que le mécanisme de
perception ne soit pas le même que dans les cellules racinaires. Cependant, bien que la
possibilité  que  le  nitrate  cytosolique  soit  un  signal  est  intéressante  et  cette  piste  reste  à  être
explorée. Un tout premier aspect à vérifier sera de comprendre si les cellules de gardes sont une
exception liée à leurs spécificités physiologiques ou si d’autres types cellulaires présentent les
mêmes réponses.
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Un autre résultat important qui a pu être mis en évidence grâce aux mutants KO (slac1-3 et
clca-3) que nous avons analysés lors de ce travail est la mise en évidence que lorsque le flux
d’une espèce ionique est perturbé au niveau de la membrane plasmique ou vacuolaire, comme
dans le cas du mutant pour un transporteur, les concentrations cytosoliques de nitrate et H+ sont
perturbées ce qui suggère un lien fonctionnel entre les membranes cellulaires. Ainsi le mutant
KO pour le principal transporteur de la membrane vacuolaire, l’antiport AtCLCa, montre une
cinétique de la concentration de nitrate cytosolique qui est significativement plus rapide (Fig.1-
28) que celle observée dans les cellules de garde de génotype wild-type Col-0 (Fig. 1-29). De
même, la concentration en nitrate et le pH cytosolique dans les cellules de garde du mutant KO
pour le principal canal anionique de la membrane plasmique (slac1-3) n’est pas la même que
dans les cellules Col-0. Ces données suggèrent donc qu’une coordination a lieu entre les flux
des deux membranes principales délimitant le compartiment cytosolique, membrane plasmique
et vacuolaire. De plus, ce résultat montre que notre approche expérimentale permet l’étude du
rôle d’un transporteur de la membrane plasmique ou vacuolaire dans les flux d’ions nitrate et
protons.
Les données obtenues avec ce biosenseur, apportent plusieurs perspectives, il serait en effet
intéressant d’étudier les flux d’anions et de protons lors du processus de fermeture des stomates
en utilisant l’hormone végétale ABA qui constitue un des signaux principaux de fermeture
(Introduction, Fig. I-4) (Kim et al., 2010). Lors de ce travail, nous nous sommes focalisés sur
un type cellulaire mais il sera également intéressant et important d’exploiter le travail que nous
avons mené pour mesurer les flux au niveau des cellules racinaires afin d’étudier les
mécanismes d’absorption des nutriments. De plus, il serait intéressant de développer des
mutants de clopHensor avec un pKa décalé vers une valeur plus acide afin d’adresser
clopHensor dans d’autres compartiments cellulaires (vacuole). De même, avec une variante de
clopHensor avec une valeur de Kd différente permettrait d’étudier les flux d’ions chlorure dans
le cytosol des cellules ou d’effectuer des mesures dans d’autres compartiments intracellulaires
(vacuole).
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Matériels et méthodes
1. Clonages
1.1. Vecteurs
Deux types  de  vecteurs,  gateway® et  non  gateway ont  été  utilisés  au  cours  de  ce  travail.
Parmi les vecteurs gateway®, les vecteurs d’entrées pENTR2b et pDONR201 (Thermo
Scientific) ont été utilisés pour insérer les gènes d’intérêt dans les vecteurs d’expressions,
pMDC32, pMDC43 et pMUBI32.
Les vecteurs d’expressions pMDC32 et pMUBI32 ont une séquence identique, présentant
les mêmes gènes de résistance à la kanamycine et à l’hygromycine mais ils n’ont pas le même
promoteur. Dans le vecteur pMUBI32, le promoteur 35S a été remplacé par celui de l’ubiquitine
10. Le vecteur pMDC43 (Curtis and Grossniklaus, 2003) est lui aussi identique au pMDC32
mais  il  possède  en  plus  un  tag  GFP  qui  sera  fusionné  à  la  protéine  d’intérêt  en  position  N-
terminale.
Les vecteurs non-gateway utilisés sont le pJet1.2 (Thermo Scientific), pFunct (Hosy et al.,
2005) et le pIBA2 (IBA). Le vecteur pJet1.2 est un vecteur qui a été utilisé comme intermédiaire
pour cloner les gènes d’AtCLCc et AtCLCg dans le vecteur pFunct. Le vecteur pFunct est un
vecteur possédant deux régions promotrices pma4 (plasma membrane H+-ATPase isoform 4)
combiné avec un promoteur 35S permettant l’expression indépendante du gène d’intérêt et
d’une  GFP  cytosoluble  (Hosy et al., 2005). Le vecteur pIBA2 est un vecteur permettant
l’expression de protéines recombinantes (clopHensor) en bactérie selon un système inductible,
en présence de tétracycline. Ces trois vecteurs possèdent le gène de résistance à l’ampicilline.
1.2. Amorces nucléotidiques
Toutes les amorces nucléotidiques utilisées au cours de ce travail de thèse sont répertoriées
dans le tableau ci-dessous (Tableau M-1).
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Tableau M-1. Liste d’amorces nucléotidiques (sens 5’-3’) utilisées pour les clonages,
génotypages et RT-PCR.
1.3. Insertion du gène d’intérêt dans le vecteur d’expression
En ce qui concerne le clonage du biosenseur clopHensor, dont la séquence codante a d’abord
été amplifiée par PCR, à partir du vecteur pIBA2 (Arosio et al., 2010) avec les amorces
nucléotidiques clop_kpn_fwd et clop_xhoI_rev (Tableau M-1). La séquence ADN a ensuite été
insérée dans le vecteur pENTR2b par digestion enzymatique de celui-ci avec les enzymes de
restriction KpnI et XhoI. Par réaction LR, la séquence codante de clopHensor est transférée dans
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les vecteurs d’expressions pMDC32 et pMUBI32. Ce clonage gateway a été effectué avant le
début de ce travail de thèse.
Pour les expériences de patch clamp, la séquence d’ADN codant d’AtCLCc a été amplifiée
par PCR et purifiée avec un kit Qiagen (QIAquick® PCR Purification Kit), à partir des vecteurs
pMDC43 contenant la séquence (Jossier et al., 2010), avec les amorces nucléotidiques, SmaI-
C-R et XhoI-C-F (Tableau M-1). La séquence ainsi amplifiée a été insérée dans le vecteur
pJet1.2. Puis par digestion enzymatique avec les enzymes de restriction, SmaI et XhoI suivie
d’un gel d’électrophorèse, l’ADNc d’AtCLCc  a  été  isolé  et  purifié  avec  un  kit  Qiagen
(QIAquick® Gel Extraction Kit). Cette purification a été suivie d’une ligation afin d’insérer la
séquence d’ADNc d’AtCLCc dans le vecteur pFunct digéré lui aussi de la même manière.
Pour AtCLCg, l’amplification de son ADN génomique a été obtenue par amplification par
PCR avec les amorces nucléotidiques, XhoIgF et SmaIgR (Tableau M-1). Les autres étapes de
clonage ont été effectuées selon la même méthode que pour le clonage de l’ADNc d’AtCLCc.
Bien que les l’ADNg d’AtCLCg aient pu être insérés dans le vecteur pJet1.2, cela n’a pas été
possible dans le vecteur pFunct. L’ADN amplifié est toujours purifié avec un kit Qiagen de
miniprep (QIAprep® Spin Miniprep Kit).
2. Lignées de plantes transgéniques
2.1. Conditions de culture en serre de type S2
Les plantes sont cultivées en chambre de culture de type S2, soit en conditions de jours courts
soit en conditions de jours longs. Pour les jours courts, la photopériode est de 8 heures de
lumière contre 16 heures pour les jours longs. La température est maintenue stable à 22°C avec
une humidité de 75% et avec une luminosité de 75 µmol photon. m-2. s-1.
2.2. Stérilisation des graines
Pour toutes les cultures in vitro, les graines sont stérilisées au gaz, le dichlore. Ce gaz est
obtenu par le mélange d’acide chlorhydrique avec de l’eau de javel. Une centaine de graines
sont mises dans un tube eppendorf et placées avec un bécher contenant 200 ml d’eau de javel
concentrée et 2 ml d’acide chlorhydrique dans un système hermétiquement fermé. Les graines
sont laissées ainsi durant 3 heures.
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2.3. Génération des lignées transgéniques par la méthode de
« Floral Dip »
Des plantes de l’écotype columbia (Col-0) ont été transformées par la méthode de « Floral
Dip » (Clough S J, 1998) avec la souche GV301 d’Agrobacterium tumefaciens préalablement
transformée avec les constructions pMDC32::clophensor et pMUBI32::clophensor comprenant
respectivement les promoteurs 35S et ubiquitine 10. Pour cela, les agrobactéries sont mises en
culture dans le milieu nutritif 2YT (bactotryptone 16 g ; extrait levure 10 g ; NaCl 5 g ; pH 7)
à 28°C pendant 48 heures, en présence d’antibiotiques, la rifampicine éliminant les bactéries
autres que les agrobactéries et kanamycine éliminant les agrobactéries n’ayant pas le vecteur
avec le transgène. Les agrobactéries sont récupérées par centrifugation, 5000 rpm durant 20
minutes à 15°C, puis sont resuspendues dans la solution d’infiltration contenant 10 mM MgCl2,
5% sucrose, 500 µl/l de détergeant (Sylwett L-77). Les hampes florales dont les siliques déjà
formées ont été retirées, sont trempées dans la solution d’infiltration pendant 3 minutes.
Les graines sont obtenues par autofécondation, puis les plantes sont sélectionnées sur un
milieu ½ MS composé de 2,22 g/l Murashige & Skoog (Sigma Aldrich) ; 10 g/l sucrose et 1%
phytagel en présence de 15 µM d’hygromycine. Cet antibiotique a un effet sur la croissance des
plantules et il est utilisé pour la sélection des plantes ayant incorporées le transgène. La
génération T1 est semée à la volée sur boîtes et est laissée à l’obscurité afin de ne sélectionner
que les plantules étiolées, avec une tige plus longue que les autres. Parmi ces plantes, la
présence de fluorescence (GFP ou DsRed) est contrôlée. Après autofécondation de la génération
T1, la génération T2 est semée sur le milieu ½ MS avec 15 µM hygromycine : cela permet de
sélectionner les plantes transformées à mono-insertion, correspondant aux lignées ségrégeant
au ¾ ¼. Les lignées homozygotes pour le transgène sont sélectionnées à la génération T3,
obtenue après autofécondation des T2 présentant une résistance de 100% à l’hygromycine.
Seules les lignées de plantes présentant 100% de résistance sont conservées et utilisées par la
suite.
2.4. Croisement des lignées transgéniques
La lignée identifiée comme homozygote pour clopHensor (H13.2) a été croisée avec des
plantes knock out (KO) pour des transporteurs, clca-3 et slac1-3. A cette fin, les étamines des
fleurs choisies comme « femelles » ont été retirées avec des pinces fines sans endommager le
pistil, sur lequel les étamines de la fleur « mâle » seront mises en contact. Les croisements ont
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tous été effectués avec les fleurs H13.2 femelles et les fleurs mâles d’un des mutants et
inversement H13.2 mâle et le mutant femelle.
Les générations F1 et F2 ont été sélectionnées d’une part par la présence de fluorescence,
dans les plantules à la génération F1 et d’autre part par génotypage, à la génération F2. La
sélection par la présence de fluorescence permet d’identifier les plantes exprimant clopHensor
et d’éliminer les plantes sauvages ou homozygotes pour le mutant (clca-3 ou slac1-3). A partir
de la génération F2, le génotypage permet d’identifier les plantes homozygotes pour le mutant.
Cependant, l’insertion du gène de clopHensor étant inconnue, il est nécessaire de faire une
sélection sur milieu de culture ½ MS en présence de l’antibiotique hygromycine. Les mesures
effectuées sur les mutants clca-3 et slac1-3 ont toutes été faites sur plantes identifiées comme
étant homozygotes pour ces mutants et exprimant le transgène contenant clopHensor.
2.5. Extraction d’ADN génomique pour les génotypages
L’ADN génomique est extrait à partir de morceaux de quelques mm² de tissu de feuille de
la plante alors âgée de 2 à 3 semaines dont le génotype est à vérifier. Ces morceaux sont
congelés et ensuite broyés soit par un système de broyeur à billes (Retsch MM400), durant 1
minute à 24 Hz en présence de trois billes métalliques, soit avec un piston, dans la solution
d’extraction. Cette solution d’extraction contient, 200 mM Tris- HCl à pH 7,5 ; 250 mM NaCl ;
250 mM Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) et 0,5% sodium dodecyl sulfate (SDS). Le
broyat est centrifugé à 13 700 rpm durant 10 minutes. De l’isopropanol 100% est ajouté au
surnageant récupéré puis laissé pendant 5 minutes à température ambiante. L’ADN précipité
est récupéré par centrifugation à 13 700 rpm durant 15 minutes. Le culot est rincé avec de
l’éthanol 70% et le surnageant est retiré après centrifugation à 13 700 rpm durant 5 minutes.
Lorsque l’éthanol est totalement évaporé, le culot est resuspendu avec de l’eau milliQ.
2.6. Génotypage des lignées transgéniques
La recherche des homozygotes pour les mutants croisés avec la lignée homozygote H13.2
exprimant clopHensor a été effectuée par PCR à partir des ADN génomiques extraits de chaque
plante de la génération F2. Les amorces nucléotidiques 3as, a3s et LB gabi (Tableau M-1) sont
utilisées pour identifier les mutants homozygotes clca-3. L’identification des plantes sauvages
se fait avec le couple d’amorce a3s et 3as alors que le mutant avec l’ADN-T, se fait avec les
amorces a3s et LB gabi (Tableau M-1). Celles utilisées pour identifier les mutants homozygotes
slac1-3 sont slac1-3 LP, slac1-3 RP et Salk Lba (Tableau M-1). L’identification des plantes
Matériels et Méthodes
182
sauvages s’effectue avec les amorces slac1-3 LP et slac1-3 RP (Tableau M-1) tandis que les
plantes mutantes avec l’ADN-T sont identifiées avec les amorces slac1-3 RP et salk Lba
(Tableau M-1). La présence de l’insertion du gène clopHensor dans ces plantes a été vérifiée
avec les amorces nucléotidiques, ClopH forward et ClopH reverse (Tableau M-1).
3. Méthodes spécifiques au biosenseur, clopHensor
3.1. Méthodes liées aux mesures in vitro
3.1.1. Expression et purification de clopHensor
recombinant
ClopHensor est exprimé en bactérie Escherichia coli (E. coli) de la souche DH5α à partir
d’un stock glycérol obtenu à partir d’une colonie contenant le vecteur pIBA2 :: clophensor
(Arosio et al., 2010). Après une préculture à 37°C sous agitation sur la nuit, dans 20 ml de
milieu nutritif de type LB Luria Broth (Tryptone 10 g.l-1, NaCl 5 g.l-1, extrait de levure 5 g.l-1,
pH 7,5, agar 15 g.l-1) contenant de l’ampiciline, antibiotique pour lequel le vecteur possède le
gène de résistance. Les bactéries de la préculture sont diluées dans 200 ml de milieu LB et mises
en culture à 37°C, sous agitation, à 200 rpm. Lorsque la densité optique (DO) de l’échantillon
atteint 0,6 l’induction de l’expression de clopHensor se fait en présence de tétracycline à 0,5
µg/ml. Les bactéries sont alors maintenues à 25°C sous agitation à 200 rpm, durant la nuit. Les
culots de bactéries sont récupérés par centrifugation, 4000 rpm pendant 15 minutes à 4°C et
resuspendus dans de l’eau milliQ. Le culot est remis en suspension et rincé dans 20 ml d’eau
milliQ et récupéré dans un falcon de 15 ml. L’extraction des protéines se fait à 4°C, le jour
même afin d’éviter plusieurs cycles de congélations/décongélations. Afin d’extraire les
protéines, les bactéries sont lysées par sonication (Q700 sonicator) dans une solution
d’extraction contenant 100 mM (NH4)2SO4 ; 50 mM Tris H2SO4 (pH7.5); 5 mM β-mercapto-
ethanol; 1 mM PMSF (phénylméthane sulfonyl fluoride) et de l’inhibiteur de protéases
(cOmplete™, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail, Sigma Aldrich). Le culot de bactérie est
resuspendu dans 0,5 ml de tampon d’extraction afin de concentrer les protéines. Le programme
de sonication comprend 6 cycles de 30 secondes avec 1 seconde de pulse d’une amplitude
(intensité) de 50, avec 1 seconde de repos entre chaque cycle. Les échantillons sont placés dans
la glace pendant toute la durée de l’extraction. Ce programme de sonication est répété 3 fois
puis le surnageant contenant les protéines est récupéré par centrifugation à 13 500 rpm pendant
10 minutes à 4°C. Le culot est resuspendu dans 0,5 ml de la solution d’extraction afin de refaire
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un cycle de sonication et de récupérer le surnageant à 13 500 rpm pendant 10 minutes à 4°C.
Les échantillons de protéines sont aliquotés afin d’éviter des cycles de
congélations/décongélations et sont stockés à -20°C.
3.1.2. Préparation de billes de sépharose liant clopHensor
Un aliquot de billes de sépharose, Strep-Tactin®Sepharose® (iba) est rincé et incubé une
première fois dans une solution de lavage durant la nuit à 4°C sous agitation. La solution de
lavage contient, 100 mM Tris-H2SO4 (pH 8) ; 50 mM (NH4)2SO4 ; 1 mM EDTA. L’aliquot de
billes est incubé une deuxième fois en présence des protéines extraites pendant 4 à 5 heures à
4°C sous agitation. Puis une dernière fois avec un échantillon frais de protéines, sur la nuit à
4°C toujours sous agitation. Toutes les étapes de rinçage dans les solutions de calibration (5
rinçages) se font par centrifugation, à 800 rpm pendant 60 secondes.
Toutes les solutions de calibration contiennent 60 mM sulfate d’ammonium, 10 mM bis-tris-
phosphate (BTP) ou 2-(N-Morpholino)ethanesulfonic acid hydrate (MES hydrate), ajustées au
pH souhaité avec de l’acide sulfurique ou de l’hydroxyde de sodium, afin d’acidifier ou de
basifier la solution, respectivement. Pour la calibration de clopHensor aux anions, du chlorure
de sodium (NaCl) ou du nitrate de sodium (NaNO3) est ajouté aux différentes concentrations
de chlorure ou nitrate testées 0, 1, 10, 30, 100, 300 mM. La sensibilité de clopHensor est testée
avec d’autres anions présents dans les cellules végétales. Ainsi, du phosphate de sodium (PO43-
), nitrite de sodium (NO2-), du sulfate de sodium (SO42-), du malate de sodium et du citrate de
sodium sont ajoutés séparément à une concentration fixée à 30 mM.
3.2. Méthodes liées aux mesures in vivo
3.2.1. Les cals
3.2.1.1. Génération et maintien de cals
Les cals ont été générés à partir des graines d’une même lignée identifiée comme étant
homozygote pour clopHensor, de la génération T3. Les graines stérilisées sont semées in vitro
sur un premier milieu d’initiation (Tableau M-2). Après une quinzaine de jours, lorsque les cals
se sont développés, les parties foliaires et les racines sont éliminées. Les cals sont alors
transférés sur un second milieu de maintien similaire à celui initiant le développement des cals
(Tableau M-2). Seules les concentrations des hormones kinétine et acide 2,4-
dichlorophenoxyacetique (2,4-D 22,5) changent par rapport au milieu d’initiation.
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Tableau M-2. Milieux nutritifs de culture des cals.
Les cals sont transférées tous les 15 jours ou 48 heures avant une expérience sur du milieu
de maintien « frais ». Les boites de pétri sont placées à l’horizontale en chambre de culture
(Sanyo MLR-350), à 21°C avec une photopériode de 16 heures, 60 µmol photon. m-2. s-1.
3.2.1.2. Extraction des protoplastes de cals
Au bout d’un mois, les cals peuvent être utilisés pour l’obtention de protoplastes pour
l’imagerie. Afin d’éviter tout stress nutritif sur les cellules, les cals sont transférés 48 heures
avant une expérience d’imagerie sur du milieu de maintien frais. Les cals sont ensuite coupés
avec un scalpel en petits morceaux et mis dans une solution enzymatique composée de 17
mg/mL cellulysine ; 17 mg/mL cellulase RS ; 0,4 mg/mL pectolyase Y23 ; 3,5 mg/mL BSA ;
2 mM CaCl2 ; 2 mM MgCl2 ; 1 mM acide ascorbique ; 10 mM MES, le pH est tamponné à 5,5
avec du KOH, du mannitol est ajouté afin d’atteindre une osmolarité de 600 mosmol. Les débris
de cals sont incubés à température ambiante, 21°C pendant 15 minutes, sous agitation 30/40
rpm sur un balancier. Le surnageant est éliminé par centrifugation à 800 rpm pendant 3 min.
Les débris de cals sont ensuite rincés 2 fois avec la même solution mais sans les enzymes. La
solution est remplacée par une solution identique en composition mais avec une osmolarité à
280 mosmol afin de provoquer un choc hypoosmotique favorisant l’extraction des protoplastes
de leur paroi digérée. Les débris sont ainsi incubés pendant 15 minutes toujours à température
ambiante sous agitation 30/40 rpm sur un balancier. L’échantillon est alors filtré avec une toile
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à bluter d’un diamètre de 45 µm. Les protoplastes sont conservés à température ambiante avant
d’être imagés.
3.2.2. Culture plantules in vitro
3.2.2.1. Milieux de culture
Des graines de plantes homozygotes des générations T3 ou T4 pour le senseur clopHensor
sont semées soit sur un milieu sans nitrate soit sur un milieu avec nitrate, à la concentration
voulue (Tableau M-3). Au bout de 12 à 14 jours de croissance en chambre de culture à 21°C
avec une photopériode de 16 heures, avec une luminosité de 60 µmol photon. m-2.  s-1, les
cellules de garde peuvent être imagées.
Tableau M-3. Milieux avec et sans nitrate pour imagerie des stomates.
3.2.2.2. Dosage colorimétrique du nitrate
Des graines de plantes homozygotes des générations T3 ou T4 pour le senseur clopHensor
sont semées soit sur un milieu sans nitrate soit sur un milieu avec nitrate, à la concentration
voulue (Tableau M-3). Des plantules à différents âges de croissance sont prélevées, pesées et
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congelées dans de l’azote liquide puis broyées. Le broyage s’effectue en présence de billes
métalliques et d’un broyeur (Retsch MM400), durant 1 minute à 24 Hz. La poudre obtenue est
resuspendue dans 500 µl d’eau milliQ stérile. Après trois cycles de congélation/décongélation,
à chaque cycle, les échantillons sont vortexés, puis centrifugés à 13000 rpm pendant 5 minutes
et le surnageant est récupéré. Le dosage colorimétrique est adapté de Miranda et al. 2001. La
solution réactive est composée de 0,5 M d’acide chlorhydrique ; 16 mM chlorure vanadium ;
0,2 mM N-1-naphtyléthylènediamine ; 6 mM sulfamilamide. La gamme d’étalonnage se fait
avec une solution de nitrate de potassium (KNO3). Une plaque de 96 puits est utilisée pour la
gamme d’étalonnage (0 ; 20 ; 40 ; 60 ; 80 ; 100 ; 150 ; 200 µM de NaNO3) et la réaction avec
les échantillons, 100 µl d’échantillon et 100 µl de la solution réactive. Au bout d’une heure
d’incubation, l’absorbance est mesurée avec un spectrophotomètre à une longueur d’onde de
540 nm.
3.2.2.3. Extraction d’ARN et RT-PCR
Des graines de plantes homozygotes pour les différents génotypes testés sont semées sur le
milieu de culture utilisé pour les expériences de microscopie, en absence de nitrate (Tableau
M-3). Les plantules âgées de 14 jours sont prélevées et congelées dans de l’azote liquide puis
broyées Le broyage s’effectue en présence de billes métalliques et d’un broyeur (Retsch
MM400), durant 1 minute à 24 Hz.
L’extraction des ARNs à partir de ces broyats se fait avec un kit d’extraction de QIAGEN,
(RNeasy® Plant Mini Kit), selon les instructions du fabricant. Les échantillons sont traités à la
DNase comme suggéré par le fabricant du kit d’extraction. Les extraits d’ARN sont dosés au
nanodrop et leur état de dégradation est vérifié sur gel d’électrophorèse.
Le  protocole  utilisé  pour  la  RT-PCR est  celui  de  Thermo Scientific  (Invitrogen),  avec  la
SuperScript® IV Reverse Transcriptase. Un premier mix contenant les amorces nucléotidiques
(random hexamers), des nucléotides (dNTP) et les ARNs dont la quantité est fixée à 1000 ng,
est incubé pendant 5 minutes à 65°C puis incubé au moins 1 minute, puis sont ajoutés, le buffer
de la SuperScriptase IV, du DTT et l’enzyme SuperScriptaseIV. Ce nouveau mix est incubé
une première fois à 23°C pendant 10 minutes, à 50°C pendant 10 minutes puis à 80°C 10
minutes pour inactiver les enzymes.
Matériels et Méthodes
187
3.2.2.4. Préparation des stomates et solutions de
perfusion
Des feuilles de plantules âgées de 13 à 16 jours ayant poussé sur le milieu de culture sans
nitrate (Tableau M-3) sont prélevées et leur face inférieure est collée à une lamelle de
microscope. La colle utilisée est employée dans le milieu médical (Medical adhesive, AdaptTM
7730, Hollister), elle est non toxique. La surface de la feuille ainsi collée est grattée avec une
autre lamelle de microscopie afin de ne conserver que l’épiderme inférieur avec les stomates.
Lorsque les stomates sont ainsi isolés, la lamelle peut être montée sur la lame adaptée au
système de perfusion (Chapitre 2, Fig. 2-21). Les solutions perfusées sont adaptées de la
solution du milieu de culture (Tableau M-3), sans le phytagel. Pour les solutions de perfusion
avec du nitrate, du KNO3 est ajouté à la concentration voulue au milieu sans nitrate. Lorsque
l’osmolarité des solutions est maintenue fixe durant l’expérience, elle est ajustée à 100 mosmol
avec du sorbitol. Pour les expériences à différents gradients de pression osmotique, les solutions
sans nitrate n’ont pas été ajustées à une osmolarité, celles-ci ont été mesurées avec un
osmomètre (Micro-Osmomètre, Löser Messtechnik).
Pour les expériences de perfusion en présence de fusicoccine, les feuilles sont prélevées à
partir de plantes âgées de 3 à 4 semaines et ayant été cultivées en chambre de culture de type
S2, en jours courts, d’une photopériode de 8 heures de lumière et une luminosité de 75 µmol
photon. m-2. s-1. La fusicoccine dissoute dans du DMSO est ajoutée à une concentration de 10
µM à la solution dont la composition est identique au milieu de culture in vitro, sans le phytagel
(Tableau M-3).
3.3. Acquisition des images
Toutes les images de microscopie ont été acquises avec un microscope confocal Leica SP8
droit, avec un objectif 63x, d’une ouverture numérique de 1,4 à immersion à huile et avec une
lentille apochromatique (HC PL APO CS2 63x/1,40 OIL). Le laser Argon utilisé pour les
longueurs d’onde d’excitation 488 et 458 nm est allumé 30 minutes avant l’acquisition des
images. L’alignement de Köhler est vérifié au début des acquisitions. La dynamique des images
est  fixée  à  12  bits  pour  chacun des  systèmes  d’étude  utilisés  lors  de  ce  travail,  sur  billes  de
sépharose, protoplastes et cellules de garde.
L'acquisition des images a été faite selon un mode séquentiel, composé de trois séquences.
La première comprend la longueur d'onde d'excitation de la DsRed, à 561 nm et les longueurs
d’onde d'émissions sont récoltées entre 600 et 625 nm avec un détecteur hybride. Les séquences
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deux et trois comprennent les longueurs d’onde d'excitation de la GFP, respectivement 488 et
458 nm et les longueurs d’onde d'émission sont récoltées entre 500 et 550 nm, sur un détecteur
hybride.
3.3.1. Les billes de sépharose
Les images des billes de sépharose ont été acquises dans un format 128x128 pixels. Les
paramètres de scans choisis sont une fréquence de scan de 100 Hz, sans zoom, avec 3
accumulations de lignes et la moyenne de deux images. Le pinhole est réglé à une ouverture de
3 unités Airy. Les détecteurs hybrides sont utilisés dans leur mode de détection standard
(détection des intensités de fluorescence). Pour chaque séquence, une image en lumière
transmise est acquise en parallèle, sur un détecteur de type photomultiplicateur pour la lumière
transmise (PMT-Trans) dont le gain est fixé pour toutes les séquences à 250 mV.
3.3.2. Les protoplastes de cals
Les images des protoplastes ont été acquises dans un format 256x256 pixels. La fréquence
de scan choisie est de 200 Hz, avec un facteur de zoom de 3 et avec une moyenne de 2 lignes.
Le pinhole est réglé à une ouverture de 3 unités Airy. Les détecteurs hybrides sont utilisés dans
leur mode de détection standard (détection des intensités de fluorescence). Pour chaque
séquence, une image en lumière transmise est acquise en parallèle, sur le détecteur PMT-Trans
dont le gain est fixé pour toutes les séquences à 450 mV.
3.3.3. Les cellules de garde
Les images des stomates ont été acquises dans un format 256x256 pixels. La fréquence de
scan choisie est de 200 Hz, avec un facteur de zoom de 3 et 6 accumulations de lignes. Le
pinhole est réglé à une ouverture de 3 unités Airy. En parallèle de l'excitation à 488 nm, une
image est acquise sur un autre détecteur hybride, afin de récolter les longueurs d'onde
d'émission comprises entre 563 et 571 nm. Cela permet de récolter le signal de la chlorophylle
contenue dans les chloroplastes qui pourra ensuite être éliminée de l’analyse. Les détecteurs
hybrides sont utilisés dans leur mode de fonctionnement de comptage de photons. Pour chaque
séquence, une image en lumière transmise est acquise en parallèle, sur le détecteur PMT-Trans
dont le gain est fixé pour toutes les séquences à 350 mV.
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3.4. Analyse et extraction des données des images
3.4.1. Les billes de sépharose
L’analyse des images sur billes de sépharose s’effectue en deux étapes. L’intensité de la
fluorescence est mesurée sur les billes de sépharose équilibrées mais sans les protéines
recombinantes clopHensor (mesure de l’autofluorescence) et sur celles ayant lié les protéines
recombinantes clopHensor. Pour cela, les images acquises aux différentes longueurs d’onde
d’excitation, 561, 488 et 458 nm ainsi que leurs images en lumière transmise respectives sont
analysées  séparément.  Sur  chacune  des  images,  le  bruit  de  fond  est  soustrait  à  l’image.  Une
région d’intérêt (ROI) est tracée, d’une taille de 45x45 µm, au centre de la bille de sépharose
afin d’y mesurer les valeurs d’intensités de fluorescence moyennes détectées. L’intensité de
chaque voxel ainsi que la valeur moyenne des intensités récoltées pour chaque longueur d’onde
d’excitation sont ainsi récupérées. Ces valeurs moyennes sont soustraites aux valeurs
d’intensité moyennes récoltées sur les billes ayant lié les protéines recombinantes clopHensor.
Les valeurs d’intensité de fluorescence sont corrigées par les valeurs moyennes d’intensité
lumineuse mesurées sur les images en lumière transmise, récoltées sur une ROI de 128x64 µm.
Chacune des valeurs moyennes d’intensité de fluorescence mesurées aux différentes longueurs
d’onde, sont normalisées par les valeurs moyennes des intensités lumineuses mesurées sur les
images en lumière transmise correspondantes.
3.4.2. Les protoplastes
De la même manière que pour les billes de sépharose, les images acquises aux différentes
longueurs d’onde d’excitation, 561, 488 et 458 nm ainsi que leur image en lumière transmise
respectives sont analysées séparément. Une ROI est tracée sur les images acquises en lumière
transmise, avec le détecteur PMT-Trans et les intensités moyennes sont mesurées. Le bruit de
fond est ensuite soustrait pour chaque image de fluorescence. Un masque est créé avec une
méthode de seuillage (isodata dark) à partir de l’image obtenue par excitation à la longueur
d’onde 488 nm, permettant de récolter les intensités de fluorescence uniquement dans le cytosol
des cellules. Ce masque est créé pour chacun des protoplastes imagés. Ce masque est appliqué
à toutes les images de fluorescence et les valeurs d’intensité de fluorescence sont récoltées sur
chaque image de fluorescence ainsi traitées. Les valeurs d’intensité de fluorescence sont
corrigées par les valeurs moyennes d’intensité lumineuse mesurées sur les images en lumière
transmise, récoltées sur une ROI de 256x90 µm. Chacune des valeurs moyennes d’intensité de
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fluorescence mesurées aux différentes longueurs d’onde, sont normalisées par les valeurs
moyennes des intensités lumineuses mesurées sur les images en lumière transmises
correspondantes. Les cartes ratiométriques sont obtenues en utilisant la fonction image
calculator du logiciel imagej afin de diviser les images obtenues par excitation à 488 et 458 nm
(ratio pH) de même avec les images obtenues à 458 et 561 nm (ratio anions).
3.4.3. Les cellules de garde
La séquence temporelle d’acquisition de chaque stomate est analysée indépendamment des
autres, ainsi que chaque temps d’acquisition. Comme pour les autres modèles de mesure, les
images acquises aux différentes longueurs d’onde d’excitation, 561, 488 et 458 nm ainsi que
leur image en lumière transmise respectives sont analysées séparément. Le bruit de fond est
soustrait aux images de fluorescence. Une ROI est tracée afin d’isoler le stomate étudié, cette
ROI restera identique pour tous les temps de la séquence temporelle d’acquisition d’un même
stomate. Le masque est créé à partir de l’image de fluorescence obtenue après excitation à la
longueur d’onde 458 nm. Le seuillage pour le masque qui délimitera le cytosol, est choisi
individuellement pour chaque temps d’acquisition, ne dépassant pas la limite inférieure de 100
photons/voxels. Pour les chloroplastes, un autre masque est créé, avec une méthode de
seuillage, (Otsu dark). Ces masques sont appliqués aux images de fluorescence permettant de
ne récolter que les intensités dans la région d’intérêt (le cytosol). Les images de fluorescence
sont  ensuite  divisées  entre  elles  selon  les  ratios  pH (I488 /  I458)  et  anions  (I458 /  I561).  Sur  les
images en lumière transmise, les intensités sont mesurées sur une surface de 256x90 µm. A
partir de ces mesures, les ratios de ces moyennes sont calculés I458 /  I488 et  I561 /  I458,
correspondant respectivement au facteur de normalisation du ratio pH et anions. Ces facteurs
de normalisation sont ensuite multipliés avec les images des ratios pH et anions. De ces images,
les valeurs moyennes sont récoltées pour chaque temps de la séquence temporelle d’acquisition.
Les cartes ratiométriques sont obtenues en utilisant la fonction image calculator du logiciel
imagej afin de diviser les images obtenues par excitation à 488 et 458 nm (ratio pH) de même
avec les images obtenues à 458 et 561 nm (ratio anions). La composante spatiale des ratios est
ainsi conservée.
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4. Méthodes spécifiques à la caractérisation
fonctionnelle d’AtCLCc et AtCLCg
4.1. Transformation transitoire de protoplastes du mésophylle
d’Arabidopsis thaliana
Les feuilles sont prélevées à partir de plantes cultivées en chambre de culture de type S2, en
condition de jours courts, d’une photopériode de 8 heures de lumière et une luminosité de 75
µmol photon. m-2. s-1. La surface de ces feuilles est légèrement grattée et mise en présence d’une
solution enzymatique contenant 1 mM CaCl2 ; 10 mM MES ; 500 mM sorbitol ; 0,3% w/v
cellulose R-10 et 0,03% w/v pectolyase Y-23, le pH de la solution est tamponné à une valeur
de  5,3  avec  du  KOH.  Les  feuilles  sont  incubées  à  30°C  pendant  30  à  45  minutes.  Les
protoplastes libérés sont récupérés et rincés deux fois dans une solution identique à la solution
enzymatique mais sans les enzymes (cellulose R-10 et pectolyase). Ces rinçages se font par
centrifugation à 800 rpm pendant 1 minute puis ils sont laissés sur glace avant les expériences
de patch clamp.
4.2. Extraction de protoplastes du mésophylle
Des feuilles sont prélevées sur des plantes âgées de 3 à 5 semaines cultivées en chambre de
culture de type S2, en condition de jours courts, 8 heures de lumière et une luminosité de 75
µmol photon. m-2. s-1. Les feuilles sont coupées en fines lamelles qui sont déposées dans une
boîte de pétri contenant une solution enzymatique. Cette solution est préparée le jour même et
est composée de 1%w/v cellulase R-10 ; 0,2% w/v macérozyme R-10 ; 0,4 M mannitol ; 20
mM KCl ; 20 mM MES ; 10 mM CaCl2 ; 0,1% w/v Bovine Serum Albumin (BSA) ; le pH de
la solution est tamponnée à une valeur de 5,7 avec du KOH. Avant utilisation, la solution est
chauffée à 55°C afin d’inactiver les protéases. La boîte de pétri avec les morceaux de feuilles
est mise sous vide durant 30 minutes, puis elle est incubée pendant trois heures à l’obscurité.
Suite à cette incubation, 5 ml de CaCl2 à 0,5 mM stocké à 4°C est ajouté. La solution est filtrée
avec une toile à bluter d’un diamètre de 35-75 µm laissant passer les protoplastes, dans un tube
à fond rond. Une étape de centrifugation à 800 rpm, à température ambiante durant 2 minutes
permet d’éliminer le surnageant contenant la solution enzymatique. Les protoplastes sont rincés
avec 5 ml d’une solution W5 contenant 154 mM NaCl ; 125 mM CaCl2 ; 5 mM KCl et 2 mM
MES ; le pH est ajusté à une valeur de 5,7 avec du KOH. La solution est de nouveau centrifugée,
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à 800 rpm à température ambiante durant 2 minutes et le surnageant est retiré pour ajouter 1ml
de la solution W5. La concentration en protoplastes est estimée avec une cellule de Malassez,
afin de l’ajuster à 1-2x105 protoplastes/ml avec la solution W5. Après incubation pendant 30
minutes sur glace, les protoplastes sont centrifugés à 800 rpm à température ambiante durant 2
minutes, la solution W5 est remplacée par une autre solution MMg contenant 0,5 M mannitol ;
15 mM MgCl2 et 4 mM MES ; le pH est tamponné à une valeur de 5,7 avec du KOH. Le MMg
est ajouté afin de garder la même concentration en protoplastes établie précédemment.
Pour l’étape de transformation, 10 à 20 µl du vecteur purifié avec un kit midiprep (QIAprep®
Spin Midiprep Kit) (contenant le gène d’intérêt, pour 10-20µg d’ADN 5 kb, 100 µl de la
solution avec les protoplastes et une solution de PEG composée de 4 g de PEG4000 ; 2,5 ml de
mannitol  (stock  à  0,8  M)  ;  2  ml  CaCl2 (stock à 0,5M) ; 2 ml d’eau mQ. Le tout est agité
régulièrement et délicatement afin de bien homogénéiser durant tout le temps de l’incubation à
température ambiante pendant 30 minutes. A la fin de ce temps, 440 µl de solution W5 est
ajoutée au mélange, qui est ensuite centrifugé à 800 rpm à température ambiante durant 2
minutes. Les protoplastes sont ensuite resuspendus dans 100 µl de solution W5.
Dans une plaque à 6 trous, 900 µl de solution W5 avec 50 µg/ml d’ampicilline (dissous dans
de l’eau) est mise dans les puits. Les 100 µl de protoplastes sont alors ajoutés délicatement dans
les puits. La plaque est incubée recouverte d’aluminium, à l’obscurité dans une chambre de
culture (Sanyo) jusqu’à la détection de l’expression, cela dépend du vecteur d’expression
utilisé.
4.3. Extraction des vacuoles
Les vacuoles sont extraites à partir des protoplastes présents dans une cuve de la chambre
d’enregistrement pour patch clamp. Deux méthodes peuvent être utilisées pour l’extraction des
vacuoles. Soit elles sont extraites de manière ciblées, individuellement soit de manière aléatoire.
L’extraction de vacuoles de manière ciblée nécessite l’utilisation d’une pipette de patch
remplie d’une solution d’EGTA à une concentration de 50 mM ou de malate à 100 mM. Cette
pipette est approchée du protoplaste identifié comme exprimant le gène d’intérêt grâce à un
marqueur fluorescent. Au moyen d’une pression positive appliquée à la pointe de la pipette la
membrane casse et la vacuole est « libérée ».
Pour l’extraction aléatoire de vacuole, 100 µl d’une solution d’EGTA à 50 mM ou de malate
à 100 mM sont ajoutés à la solution contenant les protoplastes. La solution est ensuite remplacée
au moyen d’une pompe péristaltique permettant ainsi d’extraire plusieurs vacuoles.
Matériels et Méthodes
193
4.4. Solutions ioniques
La composition (en mM) des solutions ioniques utilisées pour les expériences de patch clamp
sont répertoriées dans les tableaux M-4 et M-6, respectivement pour AtCLCc et AtCLCg. Les
osmolarités des milieux cytosoliques sont ajustés à 600 mosmol tandis que les milieux
vacuolaires sont ajustés à 630 mosmol, avec du sorbitol.
Tableau M-4. Composition des solutions ioniques utilisées pour les enregistrements de
courants sur les vacuoles surexprimant AtCLCc.
Le potentiel de jonction liquide (différence de potentiel entre deux solutions en contact et
aux compositions ioniques différentes) a été mesuré pour les différentes conditions
expérimentales de patch clamp lors de la caractérisation d’AtCLCc (Tableau M-5). Ce potentiel
de jonction liquide a été mesuré à + 15 mV dans la condition utilisée lors de la caractérisation
d’AtCLCg. Le potentiel de jonction liquide mesuré a servi pour corriger les potentiels appliqués
off-line.
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Tableau M-5. Potentiels de jonction liquide mesurés pour chacune des conditions testées.
Tableau M-6. Composition des solutions ioniques utilisées pour les enregistrements de
courants sur les vacuoles surexprimant AtCLCg.
4.5. Système d’acquisition
Les capillaires de patch sont préalablement traités avec du Sigmacote (Sigma-Aldrich), sur
la nuit à 65°C, puis étirés pour obtenir des pipettes avec une étireuse (Sutter Instrument, P-97).
Ces pipettes de patch sont polies au moyen d’une microforge et un élastomère (Sylgard) est
appliqué au niveau de la pointe de la pipette pour en réduire la capacité électrique. Les pipettes
sont ensuite remplies avec la solution voulue qui constituera le milieu vacuolaire. Les
mouvements de la pipette sont contrôlés finement au moyen d’un micromanipulateur motorisé
(PatchMaster, Scientifica).
Le système optique utilisé pour l’approche du patch clamp est un microscope Zeiss, Axiovert
S100TV,  avec  un  objectif  20x.  Un  amplificateur  EPC8  (HEKA  Electroniks,  Dr.  Schulze
GMBH) et un digitaliseur LIH 8+8 (HEKA Electroniks, Dr. Schulze GMBH) sont utilisés pour
contrôler le voltage imposé aux vacuoles et pour enregistrer les courants résultants. Le logiciel
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Patchmaster (HEKA Electroniks, Dr. Schulze GMBH), est utilisé pour établir les protocoles de
stimulation et d’enregistrement.
4.6. Analyse des données
Les courants enregistrés sont analysés avec le logiciel Fitmaster (HEKA). La mesure de
l’amplitude moyenne des courants s’effectue pour chaque potentiel imposé au niveau du
plateau, à l’amplitude maximale. Les amplitudes des courants sont ainsi normalisées en densités
de courant (pA/pF) en effectuant le ratio entre les courants (pA) et la capacité électrique de la
membrane (pF). La capacité électrique est mesurée pour chaque vacuole pendant
l’enregistrement correspondant grâce à l’amplificateur. Les densités de courant calculées ont
été ensuite traitées sur les logiciels Excel et Prism. Pour déterminer le potentiel d’inversion des
courants ioniques que nous avons observés dans les différentes conditions expérimentales et
sur chaque vacuole nous avons utilisé les courbes courant-voltage (I/V). Le Schéma M-1
représente une courbe courant-voltage et représente les conventions de patch clamp dans le cas
d’enregistrements effectués sur une endomembrane, qui ont été définies par Bertl et al. 1992.
Ainsi, les courants positifs correspondent à une sortie d’anions de la vacuole ou à une entrée de
cations dans la vacuole et les courants positifs correspondent à sortie de cations de la vacuole
ou à une entrée d’anions dans la vacuole.
Schéma M-1. Courbe de la relation courant-voltage (I/V) dans le cas d’enregistrements sur
membrane vacuolaire. Convention d’électrophysiologie lors de patch clamp sur une
endomembrane adapté de Bertl et al. 1992.
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Titre: Etude in vivo des variations de [NO3-] et de pH dans le compartiment cytosolique de cellules de garde et
caractérisation fonctionnelle de deux transporteurs vacuolaires de type CLC chez Arabidopsis thaliana
Mots clés: Stomates – Biosenseur ratiométrique – pH cytosolique – Canaux ioniques – Antiports – Patch clamp
Résumé: De nombreux processus physiologiques
tels que les mouvements stomatiques, l’absorption
des nutriments, l’élongation cellulaire et la
signalisation cellulaire impliquent des flux d’anions
entre les membranes plasmique et vacuolaire des
cellules végétales. Ces flux ioniques sont régulés
par des canaux et transporteurs membranaires. Les
canaux ioniques transportent passivement les ions
au travers des membranes selon le gradient
électrochimique. Les transporteurs actifs
permettent le transport contre le gradient
électrochimique de l’ion transporté induisant son
accumulation dans un compartiment cellulaire.
Dans les cellules végétales, le gradient de H+ entre
différents compartiments constitue la principale
source d’énergie couplée par les symports et les
antiports au transport de NO3- et Cl-. Au cours de
ma thèse, j’ai analysé ces flux ioniques avec deux
approches.
Une première approche a consisté en l’étude fonctionnelle
par électrophysiologie de deux protéines membranaires,
AtCLCc et AtCLCg impliquées dans le transport d’anions.
Dans une deuxième approche, un biosenseur, clopHensor
a été exprimé chez A. thaliana et a permis de mesurer
simultanément la [NO3-] et le pH cytosoliques in vivo. Les
cellules de garde ont été choisies comme modèle
cellulaire pour l’étude de la dynamique in vivo de la [NO3-
]cyt et du pH. Nous avons mis en évidence que la [NO3-]cyt
est influencée par les conditions extracellulaires dans ces
cellules. Enfin l’expression de clopHensor en plantes KO
pour un antiport NO3-/H+ vacuolaire, AtCLCa,  et  d’un
canal anionique de la membrane plasmique, SLAC1, nous
a permis d’étudier la contribution de deux membranes
dans  la  régulation  de  [NO3-]  et  du  pH  cytosolique.  Les
travaux menés ont permis de visualiser l’activité de
canaux et de transporteurs d’anions et H+ in vivo et de
quantifier leur impact sur l’homéostasie du cytosol.
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Abstract: Many physiological processes like stomata
aperture, nutrient up-take, cellular elongation and cell
signalling involve anion fluxes at the two main
membranes, the plasma and vacuolar membranes of
plant cells. Specialized membrane proteins form active
and passive anion transport systems mediating and
regulating anion fluxes. Ion channels are passive
transport systems mediating ion fluxes across
membranes along the electrochemical gradient.
Whereas active transporters work against the
electrochemical gradient of the transported ion
allowing its accumulation into a cellular compartment.
In plant cells, the H+ gradient is the main energy source
of antiporters and symporters that couple the transport
of  anions like NO3- and Cl- to  the transport  of  H+. In
the presents work, we aimed at analysing anion and H+
fluxes  at  two  levels.  First,  we  used  an
electrophysiological approach to study the functional
properties of two anion transport systems acting at the
vacuolar membrane, AtCLCc and AtCLCg.
We also expressed a biosensor, clopHensor in A.
thaliana to dynamically measure in vivo the  [NO3-]
and pH of the cytosol. We chose stomata guard cells
as a cellular model to study these fluxes. Our results
illustrate the in vivo dynamics of cytosolic [NO3-] and
pH variations in the cytosol of guard cells. Our data
show that in guard cells the cytosolic [NO3-] is highly
influenced by the extracellular [NO3-]. At last,
clopHensor’s expression in plants KO for the vacuolar
NO3-/H+ antiporter AtCLCa and for the plasma
membrane anion channel SLAC1 allowed us to dissect
the role of the two membranes in controlling the
variation of cytosolic [NO3-] and pH. This work
enabled to visualize the activity of an anion channel
(SLAC1) and of a NO3-/H+ antiporter (AtCLCa) in vivo
and to quantify the impact of anion and proton fluxes
on cytosolic homeostasis of guard cells.
